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Особе оболеле од дијабетес мелитуса имају већу инциденцу и морталитет од тумора. 
Претходне студије су показале да оксидативни стрес, који настаје као последица 
хипергликемије, убрзава метастазирање. Циљ ове студије је био да се испитају ефекти 
дијабетес мелитуса на раст и метастазирање тумора и модулацију имунског одговора. 
Дијабетес мелитус, индукован једном високом дозом стрептозотоцина, је убрзао 
појаву, раст и масу примарног тумора што је праћено смањеном цитотоксичношћу NK 











 NK ћелија, 




NK ћелијама у слезини. 
Дијабетес је значајно смањио проценат NKG2D
+ 
NK ћелија и повећао проценат PD-1
+ 




мијелоидних супресорских ћелија (MDSCs) у слезини и примарном 





 NK ћелија, смањио проценат IFN-γ
+ 
NK ћелија, експресију NKp46 и 
продукцију перфорина, гранзима, CD107a и IL-17  у NK ћелијама у поређењу са 
серумом коме је додата глукоза односно са контролним серумом. Дијабетес мелитус је 
значајно повећао експресију индуцибилне азот моноксид синтазе (iNOS) и индоламин 
2,3-диоксигеназе (IDO) у слезинским MDSCs и дендритским ћелијама (DC) мишева 
пре индукције тумора. Специфични инхибитор индоламин 2,3-диоксигеназе, 1-метил-
DL-триптофан, је готово у потпуности повратио фенотип NK ћелија култивисаних у 
дијабетичном серуму. Ови резултати указују да дијабетес мелитус убрзава раст тумора 
повећаном акумулацијом имуносупресивних ћелија и супресијом NK ћелија 
















Diabetic patients have higher incidence and mortality of cancer. Recent study revealed that 
hyperglycemia-induced oxidative stress is involved in the acceleration of tumor metastasis. 
The aim of this study was to investigate the effects of diabetes-induced alteration of immune 
cells on tumor growth and metastasis. Diabetes induced by one high dose of streptozotocin 
accelerated tumor appearance, growth and weight, which was associated with decreased NK 











 NK cells, while increased level of PD-1 




NK cells. Diabetes decreased percentage of 
NKG2D
+
NK cells and increased percentage of PD-1
+ 
NK cells also in primary tumor. 




 myeloid derived suppressor 





 NK cells, decreased percentage of IFN-γ
+
NK cells, expression of 
NKp46 and production of perforin, granzyme, CD107a and IL-17  per NK cell in comparison 
to glucose added mouse sera and control sera. Significantly increased percentages of 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) producing 
MDSCs and dendritic cells (DC) were found in the spleens of diabetic mice prior to tumor 
induction. 1-methyl-DL-tryptophan, specific IDO inhibitor, almost completely restored 
phenotype of NK cells cultivated in diabetic sera. These findings indicate that diabetes 
promotes breast cancer growth at least in part through increased accumulation of 
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 Предмет овог рада су истраживања утицаја дијабетес мелитуса на раст и развој 
експерименталног модела тумора дојке. У уводном делу, пре описивања и дискусије 
добијених резултата, приказали смо опште биолошке ефекте дијабетес мелитуса, као и 
механизме имунског одговора на тумор који могу бити од значаја за разматрање наших 
резултата. 
1.1. Дијабетес мелитус 
 Дијабетес мелитус представља хетерогену групу метаболичких поремаћаја који 
настају услед хроничне хипергликемије. Физиолошке вредности коцентрације глукозе 
у крви одржавају се ослобађањeм инсулина из β ћелија панкреаса. Инсулин стимулише 
ћелије да преузму глукозу коју користе као енергију, а вишак глукозе се под дејством 
инсулина складишти у јетри, мишићима и масном ткиву. Недостатак инсулина у 
организму настаје деструкцијом β ћелија панкреаса што за последицу има развој 
хипергликемије и патолошких стања која највише погађају циљна ткива инсулина 
(јетра, мишићи, бубрези) и прате их акутне компликације (попут кетоацидозе) (1) или 
хроничне компликације (обољења срца и крвних судова, бубрега, ока, дијабетесне 
неуропатије) (2,3). 
 Апсолутни или релативни поремећај у продукцији инсулина и/или поремећај у 
дејству инсулина узрокује развој хроничне хипергликемије. Значајна дисфукција 
синтезе или ефекта инсулина као анаболичког хормона се огледа поремећајем у 
метаболизму угљених хидрата, масти и протеина. Метаболички поремећај настаје 
услед недовољне концентрације инслулина или услед инсулинске резистенције 
скелетних мишића, масног ткива и јетре због неадекватног функционисања 
инсулинских рецептора, сигналних молекула који учествују у преносу сигнала од 
рецептора до једра или услед мутације одређених гена. Тежина болести зависи од више 
фактора као што су тип дијабетес мелитуса, дужина трајања болести и коморбидитети 
(4). 
 Бројне епидемиолошке студије показују преваленцу од 382 милиона људи 
оболелих од дијабетес мелитуса у 2013. години (5). Очекује се да ће до 2035. године 
број оболелих порасти на 592 милиона (5). Етиолошка класификација дијабетеса је 
широко прихваћена. Дијабетес мелитус тип 1 и тип 2 су два главна типа овог обољења, 
при чему тип 2 дијабетес мелитуса чини већину (> 85%) укупне преваленце оболелих 




од дијабетеса. Оба облика дијабетеса могу индуковати системске компликације попут 
микроваскуларних обољења, укључујући ретинопатију, нефропатију и неуропатију и 
макроваскуларних обољења као што су исхемијска болест срца, мождани удар и 
периферна васкуларна болест. 
 
1.2. Класификација дијебетес мелитуса 
 Класична класификација дијабетеса подразумева дијабетес мелитус тип 1, тип 2 
и гестацијски дијабетес мелитус.  
 
1.2.1. Дијабетес мелитус тип 1 
 Аутоимунски дијабетес мелитус тип 1, раније описан као инсулин-зависни 
дијабетес, настаје услед деструкције β ћелија панкреаса дејством различитих имунских 
механизама. Дијагностиковање аутоимунског процеса деструкције панкреаса обухвата 
детекцију аутоантитела која су специфична за панкреасна острвца, инсулин, глутамат 
декарбоксилазу 65 (енгл. Glutamate decarboxylase 65, GAD65) тирозин фосфатазе IA-2 
и IA-2β (6).  
 Аутоимунски дијабетес се најчешће јавља код деце и адолесцената, мада се 
може развити и код старијих особа (7). Ово је најчешћи метаболички и ендокрини 
поремећај код деце (7). Инциденца дијабетеса расте сваке године, највише међу децом 
млађом од 15 година, а најчешће обољевају деца из развијених, западних земаља. 
Генетска предиспозиција игра важну улогу у настанку дијабетес мелитуса тип 1. 
Мутације HLA гена, нарочито DR и DQ гена повећавају ризик за развој дијабетеса (8). 
Такође је показано да и мутације не-HLA гена попут гена за инсулин на хромозому 
11p15, гена за протеин 4 удруженог са цитотоксичким Т лимфоцитом (CTLA4) на 
хромозому 2q33, гена за протеин тирозин фосфатазу на хромозому 1p13, гена за 
рецептор за интерлеукин 2α такође у мањем проценту могу да фаворизују настанак 
дијабетеса типа 1 (9-12). 
 Поред значаја генетске предиспозиције, y развоју дијабетеса типа 1 важну улогу 
играју фактори средине (13). Сматра се да конгенитална рубела, ентеровируси, 
ротавирус, херпес вирус, цитомегаловирус, ретровируси фаворизују развој 
аутоимунског дијабетес мелитуса (13-17). Остали фактори средине обуватају низак 




ниво витамина Д, пренаталну изложеност токсичним агенсима, побољшану хигијену и 
услове живота за које је познато да смањују учесталост инфекција у детињству што 
доприноси развоју аутоимунских болести (хигијенска хипотеза), као и прерани прекид 
дојења и употреба крављег млека (18-20). Утицај фактора окружења се и данас сматра 
контроверзним, јер постоје теорије да одређене инфекције могу деловати протективно 
у развоју ове аутоимунске болести (21-24). 
 Дијабетес типа 1 се манифестује симптомима и знацима попут полидипсије, 
полиурије, полифагије, енурезе, малаксалости, губитка тежине, учесталих инфекција 
као и тешком дехидратацијом и дијабетичном кетоацидозом код деце и адолесцената 
(8).  
 
1.2.2. Дијабетес мелитус тип 2 
 Дијабетес мелитус тип 2, раније назван инсулин независним типом дијабетес 
мелитуса, се развија код пацијената који имају инсулинску резистенцију и самим тим 
релативни недостатак инсулина. Етиологија дијабетес мелитуса није у потпуности 
разјашњена. Доказано је да је полиморфизам гена за транскрипциони фактор 7 (енгл. 
Transcription factor 7-like 2) повезан са настанком дијабетеса типа 2 (8,25).  
 Велики број пацијената са овом формом дијабетеса су гојазни, а познато је да 
гојазност изазива одређени степен инсулинске резистенције. Пацијенти често имају 
висок проценат телесних масти дистрибуираних претежно у абдоминалном региону 
(централни тип гојазности). Кетоацидоза се ретко јавља спонтано код ове врсте 
дијабетеса. Међутим, ови пацијенти имају повећан ризик од развоја макроваскуларних 
и микроваскуларних компликација.  
 Инсулинска резистенција код пацијената са дијабетесом типа 2 повећава 
потребу за хипер-продукцијом инсулина. Временом, осим инсулинске резистенције, 
појачана секреција инсулина се смањује до постепеног исцрпљивања и уништавања β 
ћелија панкреаса (26,27).  
 Осим дијабетеса, резистенција на инсулин утиче на развој гојазности, 
нефропатије, есенцијалне хипертензије, дислипидемије (хипертриглицеридемија, низак 
HDL, смањен LDL, повећана постпрандијална липемија), хиперандрогенизмa јајника, 
нeалкохолне масне јетре и системског запаљења (28,29).  
 Иако код пацијената са развијеним дијабетесом типа 2 не постоји аутоимунско 
оштећење β ћелија панкреса, недавна студија је потврдила да чак 7,1 % пацијената 




оболелих од дијабетес мелитуса тип 2 у Европи имају неке карактеристике типа 1 
укључујући присуство аутоантитела специфичних за антигене ћелија панкреасних 
острваца као и присуство анти-GAD65 аутоантитела због чега се овакав дијабетес 
класификује као посебан тип дијабетеса који се назива латентни аутоимунски 
дијабетес код одраслих  (30,31).  
 Хипергликемија у трудноћи било да је у облику дијабетеса типа 2 
дијагностикована пре или током трудноће било у облику гестацијског дијабетеса 
повећава ризик настанка компликација током развоја плода или након рођења детета. 
Хипергликемија у трудноћи фаворизује развој макрозомије (тежина на рођењу ≥ 4,5 
kg), прееклампсију, превремено рођење и царски рез (32). Фактори ризика за 
гестацијски дијабетес укључују гојазност, породичну историју дијабетеса, старост 
мајке, синдром полицистичних јајника, статични начин живота и изложеност 
појединим токсичним факторима (33). 
 Дијабетес мелитус се дијагностикује на основу концентрације глукозе измерене 
наште или након оралног теста толеранције глукозе (ОГТТ) и на основу мерења HbA1c 
и то: концентрација глукозе ≥ 7,0 mmol /l, концентрација глукозе ≥ 11,1 mmol /l два 
сата након ОГТТ у комбинацији са  HbA1c ≥ 6,5% (48 mmol / mol) (34). 
Гестацијски дијабетес мелитус се потврђује анализом концентрације глукозе у крви: 
глукоза наште ≥ 5,1 mmol/L, концентрација глукоза у крви 10,0 mmol/L након првог 
часа од конзумирања 75g глукозе, односно уколико је  глукоза у крви ≥ 8,5 mmol/L 
након два сата од конзумирања 75g глукозе (32,35). 
 
1.3. Експериментални модели дијабетеса 
 Стрептозотоцин и алоксан су две најчешће коришћене хемикалије за индукцију 
дијабетеса у експерименталним студијама. 
 Алоксан (2,4,5,6 тетраоксипиримидин) је веома нестабилни токсични глукозни 
аналог специфичан за β ћелије панкреасних острваца (36-38). Алоксан је попут глукозе 
хидрофилан молекул, стога нема способност да прође кроз липидни двослој плазма 
мембране. Молекул алоксана је структурно јако сличан глукози, стога користи 
глукозни траснпортер GLUT2 који се налази у плазма мембрани β ћелије панкреаса и 
транспортује се у цитоплазму (38-42). Време полураспада је кратко, у воденом 
раствору се спонтано распада у не-дијабетогену алоксанску киселину за свега пар 
минута, због чега се мора брзо депоновати у ћелијама панкреаса (36,43,44). Поред 




алоксана, у експерименталним условима се за развој дијабетес мелитуса може 
користити и N-супституисани дериват алоксана са бочним угљенохидратним ланцем, 
попут бутилалоксана. Бутилалоксан делује аналогно алоксану и доминантно оштећује 
β ћелије панкреаса (45,46). Међутим, како бутилалоксан има липофилне 
карактеристике, он продире кроз плазма мембрану ћелија које не садрже траснпортер 
GLUT2 (40). Зато у нежељене ефекте након системске примене липофилних деривата 
спада и нефротоксичност (46). 
Селективна инхибиција секреције инсулина услед високе концентрације глукозе је 
главни патофизиолошки ефекат дејства тиолне групе алоксана (47-49). Инхибиција 
глукокиназе, сензора за глукозу у β ћелијама панкреаса, смањује оксидацију глукозе и 
генерацију настанак АТР-а, чиме се инхибира сигнал који подстиче секрецију 
инсулина. Инхибиција глукокиназе се постиже у року од 1 минута након апликације 
алоксана (50,51). 
Поред директне блокаде глукокиназе, алоксан оштећује β ћелије панкреаса индукцијом 
настанка кисеоничних слободних радикала у цикличној реакцији са његовим 
редукционим производом, дијалуричном киселином (52-55). Процесом аутооксидације, 
алоксан се редукује у дијалуричну киселину а потом оксидује у алоксан, стварајући 
притом редокс циклус у коме настају супероксид анјон радикал и водоник пероксид у 
присуству одговарајућег металног катализатора (обично гвожђа) (53-55).  
 Стрептозотоцин (STZ) је глукозамин-нитроуреа, једињење добијено из 
Streptomyces achromogenes које се користи као хемотерапеутски агенс у лечењу 
карцинома панкреаса (56). Нитрозоуреа је липофилно једињење, стога веома брзо 
дифундује кроз липидни двослој плазма мембране. Међутим, услед замене хексозом, 
стрептозотоцин је мање липофилан. Стрептозотоцин улази у β ћелије панкреаса, ћелије 
бубрега и јетре користећи транспортер GLUT2, док су све остале ћелије које производе 
инсулин а које не експримирају овај транспортер заштићене од дејства овог токсичног 
агенса (57-59).  
Бројне анималне студије су показалe да стрептозотоцин у зависности од дозе делује нa 
различите начине. Једна велика доза стрептозотоцина остварује токсични ефекат тако 
што преноси своју метил групу на DNA, што даље проузрокује оштећене и последичну 
фрагментацију DNA (60). Поред метилације DNA, стрептозотицин појачава свој 
токсични ефекат гликозилацијом протеина (56). У покушају да поправи оштећења 
DNA, поли ADP-рибоза полимераза се појачано продукује, троши се ћелијски NAD
+
, а 




потом и АТP (56,61). Исцрпљивање ћелијских енергената резултује некрозом β ћелија 
панкреаса. Иако стрептозотоцин метилише протеине, сматра се да је метилација DNA 
кључна за смрт β ћелија (62,63). Током дејства стрептозотоцина, продукују се мале 
количине кисеоничних слободних радикала, доминантно супер оксид анјон и 
хидроксилни радикал, који убрзавају оштећење β ћелија панкреаса (64,65).  
Уколико се даје у малим понављаним дозама, стрептозотоцин индукује имунски 
одговор и развој запаљенске реакције, највероватније услед ослобађања аутоантигена 
декарбоксилазе и глутаминске киселине. У оваквим околностима, деструкција β ћелија 
и настанак хипергликемије су удружени са појавом запаљенских инфилтрата који 
садрже лимфоците у панкреасним острвцима (66). Нежељени ефекти стрептозотоцина 
су нефротоксичност и хепатотоксичност (66-68). 
 Претходне студије су показале различиту ефикасност стрептозотоцина у 
зависности од соја миша као и од пола. На основу концентрације глукозе у крви након 
апликације токсичног агенса, сензитивност сојева је (од најосетљивијег до 
најрезистентнијег) DBA/2 > C57BL/6 > MRL/MP > 129/SvEv > BALB/c (69). Хајаши и 
сар. су показали да најмања доза неопходна за индукцију дијабетеса код мужјака 
C57BL/6, ICR, ddY, и BALB/c мишева износи 100, 100, 125 и 150 mg/kg (70). Такође је 
потврђено да су мишеви и пацови мушког пола осетљивији на дејство стрептозотоцина 
у односу на мишеве и пацове женског пола (71,72). 
Збох својих хемијских својстава, пре свега знатно веће стабилности, стрептозотоцин је 
токсични агенс избора за индукцију дијабетес мелитуса и развој хипергликемије у 
експерименталним студијама (56). 
 Аутоимунски дијабетес се изазива интраперитонеалном или интравенском 
апликацијом вишеструких малих доза стрептозотоцина (20-40 mg / kg телесне масе) 
пет дана у низу, код миша или пацова који су подложни развоју ове болести. Овако 
примењен стрептозотоцин узрокује постепено оштећења β ћелија панкреаса, 
ослобађање аутоантигена и развој инсулитиса, где на даље проинфламацијски 
цитокини и инфламација прогресивно уништавају β ћелије панкреаса (478). Предност 
овог модела у односу на спонтане моделе развоја дијабетеса је у лаком и брзом 
изазивању болести, синхронизованом развоју хипергликемије код животиња, и 
нарочито је користан у истраживању превентивних мера у развоју аутоимунског 
дијабетеса (479,480). 
Једна појединачна доза стрептозотоцина користи се за индуковање постепено 




прогресивног дијабетес мелитуса. Ито и сарадници су уочили да су мужјаци ICR 
мишева који примају једну дозу стрептозотоцина од 100 mg/kg развили прогресивну 
хипергликемију са нормалним серумским нивоима инсулина и очуваним β ћелијама у 
панкреасу, што указује на развој инсулин независног дијабетес мелитуса (481). Једна 
велика доза стрептозотоцина остварује директан токсични ефекат на β ћелије 
панкреаса те се стога овај модел користи за развој тежих форми дијабетеса. За разлику 
од умерене дозе, велике дозе стрептозотоцина могу узрокавати потпуно уништење β 
ћелије панкреаса што је праћено минималном продукцијом или чак потпуним 
изостанком продукције инсулина (35,481). 
 Поред хемијских модела, у експерименталне сврхе се користе и два главна 
спонтана модела аутоимунског диабетеса: NOD (енгл. Non obese diabetic) миш и BB 
(енгл. Bio Breeding) пацов (482,483). Због могућности укршања са другим сојевима и 
манипулације и анализе генетског материјала, NOD мишеви су преузели примат као 
модел спонтаног дијабетес мелитуса тип 1 у односу на BB пацове. NOD мишеви 
развијају дијабетес у периоду између 18-30 недеља старости, и чешћи је код женки 
(484,485). NOD мишеви захтевају посебне услове за узгој. Индиценда развоја дијабетес 
мелитуса зависи од утицаја спољашњих фактора, стога се NOD мишеви морају узгајати 
у специјалним условима без присуства патогених микроорганизама (енгл. Specific 
pathogen free). Захваљујући NOD мишевима, бројне студије су доказале повезаност 
генетске предиспозиције и развоја аутоимунског дијабетеса као и важну улогу анализе 
MHC генског локуса у циљу предвиђања вероватноће обољевања од аутоимунског 
дијабетес мелитуса (486-489). 
 
1.4. Ефекти  дијабетес  мелитуса  на  физиологију  организма 
 Постоји неколико теорија које објашњавају на који начин дијабетично стање 
узрокује развој компликација. Највећи број досадашњих публикација се бавио 
испитивањем утицаја појачаног оксидативног стреса који је један од главних 
последица пролонгираног нерегулисаног дијабетичног стања. Хипотеза из 2000. године 
тврди да хипергликемија и повећана продукција кисеоничних слободних радикала 
(енгл. Reactive oxidative species, ROS) узрокују активацију неколико механизама 
кључних за оштећење ћелија: повећан инфлукс глукозе у ћелију, повећана 
интрацелуларна продукција гликозилираних продуката, повећана експресија рецепторa 
за AGE и његове активирајуће лиганде, активацијa протеин киназе С и прекомерно 




деловање хексозоаминског пута (73,74).  
 
1.4.1. Појачан оксидативни стрес 
 Оксидативни стрес настаје када производња реактивних врста кисеоника (ROS) 
превазилази локални антиоксидативни капацитет. Када се то деси, покреће се 
оксидација важних макромолекула, укључујући протеине, липиде, угљене хидрате и 
DNA (74,75).  
Кисеонични слободни радикали настају током митохондријалног респираторног 
процеса. Постоје четири протеинска комплекса у транспортном ланцу митохондрија, 
названи комплекс I, II, III и IV. Метаболизам глукозе кроз циклус трикарбоксилне 
киселине генерише доноре електрона. Главни донор електрона је NADH, који даје 
електроне комплексy I. Други донор електрона генерисан трикарбоксилним 
киселинским циклусом је FADH2, настао од сукцинат дехидрогеназе, који донира 
електроне до комплекса II. Електрони из оба ова комплекса преносе се у коензим Q, а 
затим из коензима Q преносе се на комплекс III, цитохром-C комплекс IV, и коначно 
до молекуларног кисеоника, који се потом редукује до воде. Систем транспорта 
електрона је организован тако да се ниво АТР-а може прецизно регулисати (73,74).  
Насупрот овоме, у дијабетичким ћелијама, у којима доминира висока концентрација 
глукозе, у трикарбоксилном киселинском циклусу се више оксидује глукоза, због чега 
се више донора електрона (NADH, FADH2) укључује у транспортни ланац електрона. 
Као резултат тога, градијент напона преко митохондријалне мембране се повећава све 
док се не достигне критични праг. У овом тренутку пренос електрона унутар 
комплекса III је блокиран, након чега се електрони повлаче до коензима Q, који потом 
донира по један електрон молекуларном кисеонику, стварајући на тај начин 
супероксид. Митохондријална изоформа ензима суперокид дисмутазе разлаже овај 
слободни радикал кисеоника у водоник пероксид, који се затим претвара у воду и 
кисеоник (73,74). 
 Полиол пут (сорбитол алдоза редуктаза пут) се заснива на активацији фамилије 
ензима алдо-кето редуктаза који уз утрошак никотин амид аденин динуклеотид 
фосфата (NADPH) преводе карбонилна једињења у шећерне алкохоле (полиоле) (74).  
Алдозна редуктаза је детектована у бројним ћелијама као што су нервне ћелије, ћелије 
ретине, сочива, гломерула бубрега и ендотелне ћелије (76). Како многе ћелије у 
организму не захтевају присуство GLUT 2 транспортера за унос глукозе, са порастом 




концентрације глукозе у крви у дијабетичном стању расте и интрацелуларна 
концентрације глукозе. 
Сматра се да је током хипергликемије у ћелији повећана потрошња кофактора NADPH. 
Међутим, NADPH кофактор је такође неопходан за продукцију редукованог 
глутатиона у ћелији. Редуковани глутатион је један од најзначајних антиоксидативних 
молекула неопходан за одржавање активности глутатион пероксидазе, услед чега се 
новонастали кисеонични слободни радикали елиминишу и тиме редукује оксидативни 
стрес. Како се већи део кофактора NADPH искоришћава за метаболизам глукозе у 
ћелији, смањује се продукција редукованог глутатиона и последично се повећава 
оксидативни стрес у ћелији (73,74,77). Експерименталне студије су и потврдиле да 
прекомерна експресија алдоза редуктазе олакшава развој атеросклерозе код 
дијабетичних мишева и смањује експресију гена који кодирају синтезу редукованог 
глутатиона (78). Такође је детектована смањена продукција редукованог глутатиона у 
сочиву трансгенских мишева који садрже високе концентрације алдоза редуктазе (79-
82).  
Након деловања алдоза редуктазе и превођења глукозе у сорбитол, у наредном кораку 
се сорбитол оксидише у фруктозу дејством сорбитол дехидрогеназе, при чему се NAD
+
 
редукује до NADH, и обезбеђују се супстрати за комплекс I, први ензим 
митохондријалног респираторног ланца (74,83). Како се сматра да је митохондријални 
респираторни ланац главни извор продукције кисеоничних слободних радикала у 
дијабетичним условима, обезбеђивање додатних електрона за пренос на кисеоничне 
суперокиде појачава оксидативни стрес (84). Додатно, сорбитол нема способност да 
прође кроз липидни двослој ћелијске мембране, стога његова интрацелуларна 
акумулација резултује појачаним осмотским стресом. Осмотски стрес повећава 
ћелијску цитосолну продукцију водоник пероксида. У прилог томе говоре и резултати 
да примена осмотских диуретика штити ћелије проксималних тубула бубрега од 
апоптозе узроковае дејством кисеоничних слободних радикала (74,85).  
 Гликозилирани продукти (енгл. Аdvanced Glycation End-products, АGЕ) настају 
процесом неензимске реакције глукозе и једињења добијених од глукозе и 
оксидисаних масних киселина (86,87). Доказано је да се велике количине AGE могу 
детектовати у екстрацелуларном матриксу у дијабетичним условима (88-92). 
Интрацелуларна продукција АGЕ оштећује ћелију различитим механизмима. 
Интрацелуларни протеини модификовани дејством АGЕ губе своју основну функцију. 




Затим, АGЕ модификују компоненте екстраћелијског матрикса које потом интереагују 
са другим компонентама матрикса као и са адхезивним молекулима, пре свега 
интегринима, експримираним на површини ћелија. AGE имају способност да 
модификују и протеине плазме који се потом везују за рецепторе за AGE, 
експримиране на макрофагима, васкуларним ендотелним ћелијама и ћелијама 
васкуларних глатких мишића (93-95). Активација рецепторa за AGE (енгл. Receptor for 
Аdvanced Glycation End-products, RАGЕ) индукује производњу ROS, што заузврат 
активира транскрипциони фактор, нуклеарни фактор капа В (NFκB), узрокујући 
експресију више гена и продукцију проинфламацијских цитокина и фактора раста (95-
99). 
 Стална и прекомерна активација неколико изоформи PKC функционише као 
трећи заједнички пут који учествује у продукцији ROS у дијабетичим условима. 
Протеин киназа С (енгл. Proteine kinase C, PKC) је ензим широко распрострањен у 
ћелијама сисара задужен за фосфорилацију различитих протеина. Активност 
класичних изоформи PKC-а зависи од Cа
2+
 јона и фосфатидил-серина, а значајно је 
побољшана  присуством диацилглицерола (100). De-novo синтеза диацилглицерола из 
глукозе је у ћелијама у дијабетичним условима појачана, јер ROS инхибирају 
активност гликолитичког ензима GAPDH повећавајући на тај начин интрацелуларни 
ниво прекурсора диацилглицерола, триоза фосфата (101-104). Постоје докази да 
повећана активност PKC изоформи може такође резултовати интеракцијом између 
AGE и њихових рецептора на ћелијској мембрани (105).  
 Хипергликемија заједно са појачаном оксидацијом масних киселина, која 
настаје услед инсулинске резистенције, доприноси патогенези дијабетичких 
компликација повећањем инфлукса фруктоза 6-фосфата у хексозамински пут (106-
109). У овом процесу, глутамин-фруктоза-6-фосфат амидотрансфераза (GFAT) 
претвара фруктозу 6-фосфат у глукозамин 6-фосфат, који се затим претвара у UDP-N-
aцетилглукозамин. Показано је да инхибиција глутамин-фруктоза-6-фосфат 
амидотрансферазе инхибира транскрипцију гена који кодирају TGF-α и TGF-β1 који су 
у стању хипергликемије појачано експримирани (106,107). 
Студијом у којој је блокиран ген за UCP-1, митохондријални анјонски носач протеина, 
показано је да митохондријални ланац транспорта електрона продукује супероксид 
анјон радикал у хипергликемичним условима (110). Да би се потврдиле претпоставке 
да заиста кисеонични слободни радикали покрећу путеве кључне за оштећење ћелија у 




хипергликемичним условима, митохондријална DNA је деплетирана у здравим 
ендотелним ћелијама како би се блокирао функционални транспортни ланац 
митохондријалних електрона. Уклањањем митохондријалног ланца блокиран је ефекат 
хипергликемије на производњу кисеоничних радикала. Такође, у оваквим ћелијама, 
хипергликемија није успела да активира полиолни пут, формирање АGЕ, прекомерну 
активацију PKC или хексозамински пут (74). 
 
1.4.2. Стрес ендоплазматског ретикулума 
 Други механизам који се сматра кључним у оштећењу ћелија у 
хипергликемичним условима је стрес ендоплазматског ретикулума. Ендоплазматски 
ретикулум (ЕR) је ћелијска органела која игра кључну улогу у биосинтези липида и 
протеина. ЕR производи трансмембранске протеине и липиде који улазе у састав 
готово свих органа и одговоран је за синтезу скоро свих секретованих протеина (111). 




у ендоплазматском ретикулуму је три до четири пута већа од цитоплазматске 
концентрације. Оваква разлика у концентрацији се остварује захваљујући Ca
2+
 АТР-аза 
протеину, који пумпа Ca
2+
 у ендоплазматски ретикулум, као и инозитол трифосфату и 
рианодинским рецепторима који формирају калцијумске канале и ослобађају Ca
2+ 
из 
ЕR (112). Захваљујући способности складиштења и ослобађања калцијума, ЕR 
контролише бројне процесе у ћелији као што су активност транскрипционих фактора, 
реакција на стрес и апоптоза (112). 
 Транслацију протеина обављају рибозоми смештени на цитоплазматској страни 
ЕR, а потом се линеарни полипептидни ланци премештају у лумен ЕR преко протеина 
носача Sec61 (113,114). У лумену ЕR ови полипептидни ланци су често N-
гликозиловани и формирају секундарне и терцијарне структуре које се стабилизују 
стварањем дисулфидних веза (115). Јединствено оксидационо окружење ЕR и бројни 
протеини шаперони су неопходни за адекватно формирање секундарне и терцијарне 
структуре протеина и протеинских комплекса (116). За правилно формирање 
дисулфидних веза неопходан је ензим протеинска дисулфидна изомераза (117). Остали 
фактори укључени у адекватну синтезу протеина су аминокиселина цис-транс 
изомераза, шаперони GRP94 и протеин повезан са Ig тешким ланцем (енгл. Ig heavy 
chain binding protein, BiP), ензими важни за процес N -гликозилације као и лектини 
калнексин и калретикулин (118,119). Док помажу у склапању протеина, шаперони и 




фолдазе такође задржавају протеине у лумену ЕR, док се не провери да су испуњени 
сви услови за секрецију протеина (120-122). 
 ЕR је изузетно осетљив на промене у хомеостази. Неки од фактора који могу 
утицати на неадекватну синтезу протеина јесу недостатак шаперона или енергије за 
адекватну интеракцију шаперона и протеина, пад нивоа калцијума, поремећај редокс 
стања, висока или ниска концентрација глукозе. Овакви поремећаји у ћелији ремете 
нормалну синтезу протеина што за последици има агрегацију неадкеватно савијених 
протеина и стрес ендоплазматског ретикулума и настанак UPR (енгл. Unfolded protein 
responce) (123-126). Циљ UPR процеса је смањивање стреса ЕR, елиминација фактора 
који је проузроковао нарушавање хомеостазе и спречавање ћелијске смрти. UPR 
покреће неколико процеса који обухватају смањену синтезу нових протеина чиме се 
спречава додатни губитак протеина и преоптерећење органела, повећану синтезу 
шаперона, покушавајући на тај начин да организује појачано савијање протеина у 
лумену, елиминацију и деградацију оштећених протеина у протеазому (111). Како је за 
ове процесе неопходна синтеза веће количине протеина шаперона а самим тим и 
пренос сигнала до једра, у овај процес укључени су и одређени трансмембрански 
протеини (111). Протеин IRE-1 (енгл. Inositol requiring ER-to-nucleus signal kinase 1) 
након активације стиче ендорибонуклеазну активност и отклања 26 нуклеотида из 
информационе RNA која кодира XBP-1 (енгл. X-box binding protein 1).  XBP-1 је 
протеин који игра важну улогу у синтези, савијању и секрецији новосинтетисаних 
протеина из лумена ЕR, као и у елиминацији и деградацији неформираних протеина 
(127-131). IRE-1-α такође може деградирати информационе RNA, чиме се смањује 
производња нових протеина (132,133). ATF-6 (енгл. Аctivating transcription factor 6) је 
протеин важан за синтезу кључних шаперона калнексина и калретикулина као и 
BiP/GRP94 (130,134,135). Поред ове функције, ATF-6 повећава синтезу информационе 
RNA која кодира XBP1, обезбеђујући на тај начин супстрат за стварање XBP1 дејством 
протеина IRE1 (129). PERK (енгл. PKR-like ER kinase) фосфорилише еукариотски 
транслациони иницијални фактор еIF (енгл. Еukaryotic translation initiation factor 2α, 
eIF) блокирајући на тај начин 80Ѕ субјединицу рибозома и даљу синтезу протеина 
(136). Уколико претходно наведени процеси не успеју да регулишу новонастали стрес 
у ЕR, ћелија умире апоптозом активацијом BH3 only протеина PUMA, Noxa, Bik и Bim 
и осталих проапоптотских чланова Bcl-2 фамилије протеина (137-142). 
  




 Бројне студије су се бавиле испитивањем утицаја хипергликемије на развој 
стреса ендоплазматског ретикулума као потенцијалног механизма за настанак 
дијабетичних компликација. Лиу и сарадници су показали да остеобласти 
дијабетичних мишева експримирају значајно више CHOP протеина, маркера стреса 
ендоплазматског ретикулума и активатора апоптозе, сугеришући да хипергликемија 
посредством стреса ендоплазматског ретикулума индукује развој остеопорозе у 
дијабетесу (143). Друга анимална студија је показала да стрес ендоплазматског 
ретикулума и активација ATF4 стимулишу развој инфламације у ретиналним ћелијама 
што узрокује развој дијабетичне ретинопатије (144). И недавно урађена клиничка 
студија је показала да смањена експресија активационих рецептора NKG2D и NKp46 
настаје услед појачаног оскидативног стреса у NK ћелијама дијабетичних пацијената 
(145). 
 
1.5. Утицај дијабетес мелитуса на имунски систем 
 Скорија истраживања су указала на повезаност дијабетес мелитуса са 
дисфункцијом ћелија имунског система. Да дијабетес негативно утиче на имунски 
одговор потврђује већа учесталост инфекција и компликација инфекција код оболелих 
од дијабетес мелитуса, чиме се повећава морбидитет и морталитет. Бројне 
проспективне студије које су обухватиле оболеле од  дијабетес мелитуса тип 1 и тип 2 
су показале да су компликације дијабетеса проузроковане пре свега хипергликемијом и 
појачаним оксидативним стресом и да на степен оштећења ткива код особа с 
дијабетесом утичу како генетски фактори тако и хипертензија и дислипидемија (146-
149). 
 Урађена су бројна истраживања која су се бавила испитивањем утицаја 
дијабетес мелитуса и хипергликемије на компоненте урођеног и стеченог имунског 
одговора.  
Бројне клиничке и експерименталне студије су током протеклих деценија истакле везу 
између система комплемента и дијабетеса (150-155). Систем комплемента је једна од 
главних компоненти урођеног али и стеченог имунског одговора. Састоји се од више 
од 30 серумских и мембранских протеина чије су главне функције опсонизација и 
подстицање фагоцитозе микроорганизама. Поред ове функције, продукти активације 
система комплемента обезбеђују други сигнал за активацију В-лимфоцита и 
продукцију антитела. Нови докази указују да је систем комплемента укључен у 




неколико патолошких процеса, укључујући поремећај метаболизма у масном ткиву, 
запаљенски процес ниског степена, повећану експресију адхезивних молекула и 
повећану продукцију проинфламацијских цитокина у ендотелним ћелијама који 
доприносе ендотелној дисфункцији и инсулинској резистенцији (155). Неколико 
студија је показало да су серумске концентрације лектина који везује манозу (енгл. 
Manosе-binding lectin, MBL), значајно повишене код пацијената са дијабетесом типа 1 
као и код пацијената оболелих од дијабетичне нефропатије (156-162). Серумска 
концентрација MBL корелира са прогресијом и лошијом прогнозом дијабетичне 
нефропатије, код дијабетеса типа 1 (156-162). Ворониецка и сарадници показали су да 
повећана експресија информационе RNA за С3 компоненту комплемента у 
гломерулима позитивно корелира са тежином бубрежне инсуфицијенције код 
дијабетичних пацијената (163). Анализом еритроцита оболелих од дијабетеса показана 
је смањена активност регулаторног протеина CD59 те да су зато ћелије много 
подложније лизи услед уградње MAC комплекса у њихову мембрану у односу на 
еритроците здравих особа (164).  
Иако су неке студије откриле недостатак С4 компоненте код оболелих од дијабетеса, 
сматра се да је смањење овог протеина вероватно удружено са дисфункцијом  
полиморфонуклеарних леукоцита и смањеном продукцијом цитокина (165,166). 
 Мононуклеарне ћелије особа са дијабетесом продукују значајно мање 
проинфламацијских цитокина интерлеукина-1 и интерлеукина-6 у одговору на 
стимулацију липополисахаридом (166,167). Друге студије су показале да повећана 
гликација може инхибирати продукцију интерферона гама (IFN-γ) и факторa некрозе 
тумора (TNF-α) у Т лимфоцитима. Процес гликације такође смањује експресију MHC 
молекула I класе на мембрани мијелоидних ћелија, чиме се додатно ремети имунски 
одговор (168). 
 Смањена мобилизација, хемотакса и фагоцитна активност 
полиморфонуклеарних леукоцита је забележена у стању хипергликемије (167,169,170). 
Хипергликемија такође супримира антимикробну функцију инхибирањем глукозо-6-
фосфат дехидрогеназе, повећањем апоптозе полиморфонуклеарних леукоцита и 
смањењем трансмиграције полиморфонуклеарних леукоцита кроз ендотел (167). У 
ткивима којима није потребан инсулин за транспорт глукозе, хипергликемија повећава 
интрацелуларни ниво глукозе, које се потом метаболише искоришћавањем кофактора 
NADPH. Смањење нивоа NADPH спречава продукцију молекула који играју кључну 




улогу у антиоксидативним процесима у ћелији, чиме се повећава осетљивост на 
оксидативни стрес, који доминира у дијабетичном стању (171). 
 Раније клиничке и експерименталне студије бавиле су се и анализом NK ћелија 
у дијабетес мелитусу. Осамдесетих година прошлог века, неколико група научника је 
истраживало број и активност NK ћелија код оболелих од дијабетеса тип 1, при чему 
су резултати ових студија углавном били опречни (163-166). Показано је да оболели од 
дијабетеса типа 1 имају знатно мањи број NK ћелија у периферној крви у односу на 
здраве (163,166). Друге студије су детектовале функционалне абнормалности NK 
ћелија (163,167). Анализа је показала да хумане NK ћелије изоловане из периферне 
крви оболелих од дијабетеса типа 1 показују значајно мању цитотоксичку активност 
према K562 ћелијској линији у поређењу са NK ћелијама изолованим из периферне 
крви контролних особа. Лорини и сарадници су уочили смањену цитотоксичку 
активност NK ћелија код дијабетичних пацијената, док је број NK ћелија био 
непромењен у односу на контролну групу (172). Док су одређене студије детектовале 
сталне промене како у броју тако и у функционалном фенотипу NK ћелија код 
оболелих од дијабетеса, у другим случајевима детектоване су пролазне абнормалности 
које су биле удружене са стадијумом болести (172-175). Родацки и сарадници су 
анализирали NK ћелије у зависности од стадијума дијабетес мелитуса тип 1, код људи. 
Показали су да је у почетној фази болести број NK ћелија незнатно снижен у крви, док 
се уочава њихова појачана активација која се огледа већом експресијом IFN-γ. 
Насупрот томе, NK ћелије код оболелих са дуготрајним дијабетесом типа 1 имале су 
значајно мању експресију активационог молекула p30/p46, у поређењу са контролном 
групом. Значајно смањена експресија активационог рецептора NKG2D детектована је 
код свих пацијената са дијабетесом типа 1 независно од дужине трајања болести. 
Такође, показано је да су пацијенти са дијабетесом типа 1 имали повећану учесталост 
хаплотипа KIR гена који кодирају инхибиторне рецепторе на NK ћелијама важне за 
препознавање МНС молекула I класе (176). 
 Анимална студија на NOD мишевима је детектовала смањену функцију 
активационог рецептора NKG2D на NK ћелијама која се може повезати са спонтаним 
развојем дијабетес мелитуса у овом соју мишева. Оваква смањена експресија NKG2D 
рецептора је била удружена са смањеном цитотоксичком функцијом NK ћелија као и 
смањеном продукцијом  цитокина (177). Такође је показано да смањење експресије 
лиганада за NKG2D рецептор услед апликације комплетног Фреундовог адјуванса 




NOD мишевима корелира са повећањем експресије NKG2D рецептора и самим тим 
појачава активност NK ћелија (178,179). У складу са резултатима добијеним анализом 
NK ћелија NOD мишева, показано је да је проценат NK ћелија значајно нижи у 
периферној крви деце оболеле од  дијабетес мелитуса типа 1 и да ове NK ћелије слабо 
реагују на стимулацију применом интерлеукина-2/интерлеукина-15. NK ћелије деце 
оболеле од дијабетеса су такође мање експримирале NKG2D рецептор и мање 
секретовале интерферон-γ, а детектована је и смањена цитотоксичност NK ћелије 
зависна од NKG2D рецептора као и постојање дефекта у NKG2D- посредованој 
активацији фосфaтидилинозитол 3-киназног-AKT пута (180). 
 Претходне студије су се бавиле и испитивањем утицаја дијабетес мелитуса на 
функционални фенотип антиген презентујућих ћелија. Резултати једне од анималних 
студија су показали да F4/80
+
 перитонеални макрофаги изоловани из дијабетичних 
мишева експримирају значајно мање CD86 и CD54 молекуле и продукују мање 
фактора некрозе тумора-α и IL-6. Перитонелани макрофаги су продуковали више азот 
оксида у поређењу са контролним мишевима приликом третмана интерфероном-γ и 
липополисахаридом, док је детектована значајно већа активност аргиназе у 
макрофагима дијабетичних мишева приликом стимулације интерлеукином-4 (181). 
Анализом хуманих дендритских ћелија показано је да деца оболела од дијабетеса типа 
1 имају значајно мањи проценат плазмацитоидних и мијелоидних дендритских ћелија. 
Такође је уочена смањена експресија хемокинског рецептора CCR2 на мијелоидним и 
плазмацитоидним дендритским ћелијама што је потврђено и методом ланчане 
полимеризације на изолованим мијелоидним дендритским ћелијама (182). 
 Чен и сарадници су анализирали фенотип ћелија стечене имуности након 
апликације једне дозе стрептозотоцина на C57/Bl6 мишевима и уочили да CD8
+
 CTL 
продукују мање перфорина, гранзима В и TNF-α и експримирају значајно мање CD103 
молекула. Адоптивним транфером CD8
+
 CTL из дијабетичних мишева су показали 
смањену цитотоксичку активност према B16.gp33 туморским ћелијама меланома (183). 
 
1.6. Дијабетес мелитус и тумори 
 Бројне епидемиолшке студије истичу да су пацијенти оболели од дијабетес 
мелитуса подложнији развоју тумора (184,185). Дијабетес тип 2 удружен је са 
повећаним ризиком од развоја карцинома попут карцинома дебелог црева, дојке, 
панкреаса, јетре, ендометријума, мокраћне бешике, не-Хочкиновог лимфома и 




простате (186-193). Различити фактори доприносе повезаности ове две учестале 
болести. Постоје бројни заједнички фактори ризика који се убрајају у етиолошке 
факторе дијабетес мелитуса и тумора. То су старост, пол, етничка припадност, алкохол, 
дуван, начин исхране, гојазност, физичка активност, стил живота, индекс телесне масе 
(194). Велики број пацијената оболелих од дијабетеса има проблем са гојазношћу 
(195). Претходне студије су показале да код гојазних особа постоји већи ризик од 
развоја тумора дебелог црева, ректума, дојке, ендометријума, панкреаса, бубрега, јетре, 
жучне кесе и аденокарцинома једњака (196). Сматра се да пацијенти са индексом 
телесне масе > 30 kg/m
2
 имају већи ризик за развој тумора од особа чији је индекс 
телесне масе између 18 и 25 (194,197). Гојазност је удружена и са продукцијом веће 
количине естрогена, што може повећати ризик од тумора зависних од естрогена. 
Значајно повећање телесне тежине удружено је и са повећаним ризиком од развоја 
тумора женских репродуктивних органа, карцинома ендометријума, дојке и грлића 
материце (198-200). 
 Канцерогенеза је сложен процес који захтева вишеструке генетске промене како 
би ћелија стекла неопластични фенотип, способност инвазије и метастазирања. 
Дијабетес може утицати на канцерогенезу на неколико начина: утицај 
хиперинсулинемије, утицај хипергликемије и утицај хроничне инфламације (194). 
 Познато је да туморске ћелије експримирају на мембрани рецепторе за факторе 
раста налик инсулину (енгл. Insulin-like Growth Factor, IGF). Везивање инсулина и 
активација изоформе А IGF рецептора може стимулисати митогенезу, пролиферацију 
туморских ћелија, заштиту од апоптотских стимулуса, развој инвазивног и метастатког 
фенотипа (201). Туморске ћелије имају спобност да преузимају глукозу из спољашње 
средине независно од дејства инсулина, стога се сматра да је кључна улога 
инсулинских рецептора у преносу сигнала који подстичу преживљавање и митогенезу 
туморске ћелије (202).  
Осим директних ефеката, хиперинсулинемија може индиректно подстицати 
канцерогенезу кроз своје ефекте на продукцију фактора раста налик инсулину I (енгл. 
Insulin-like growth factor I, IGF-I) (203). Инсулин смањује производњу IGF везујућег 
протеина тип 1 и 2 (204-206), што резултира повећањем нивоа слободног, IGF-I који 
циркулише путем крви. IGF-I има израженије митогене и анти-апоптотске активности 
од инсулина (207) и може деловати као стимулус раста у пренеопластичним и 
неопластичним ћелијама (208). 




 Други важан фактор којим дијабетично стање може створити погодне услове за 
развој тумора је хиперликемија. Двадесетих година прошлог века Ото Варбург и 
сарадници су уочили да туморске ћелије преузимају и искоришћавају знатно већу 
количину глукозе у односу на здраве ћелије. У туморским ћелијама глукоза се 
ферментује до лактата иако је кисеоник присутан, те је стога овај процес назван 
аеробна гликолиза (209,210). Како се у процесу оскидативне фосфорилације продукује 
много веће количина АТР-а из исте количине глукозе у односу на процес аеробне 
гликолизе, Варбург је закључио да је у основи овог процеса поремећена функција 
митохондрија у туморским ћелијама (211).  Студије других истраживача су откриле да 
је покретање процеса гликолизе условљено дејством фактора раста, а откриће онкогена 
је навело на закључак да је аберантна регулација преноса сигнала услед дејства 
фактора раста иницијални корак у процесу онкогенезе (212,213). Иако је по јединици 
глукозе, аеробна гликолиза мање ефикасан механизам за стварање АТР-а, стопа 
метаболизма глукозе преко аеробне гликолизе је већа, тако да се производња лактата 
из глукозе одвија 10-100 пута брже од потпуне оксидације глукозе у митохондријама. 
Варбургов ефекат може бити предност за туморске ћелије које се труде да опстану и 
расту у мултицелуларном окружењу (214,215). 
 Хронична инфламација има плејотропни ефекат на развој карцинома: подстиче 
канцерогенезу, малигну трансформацију, раст тумора, инвазију и метастатско ширење 
туморских ћелија (216,217). У почетној фази развоја тумора, тумор-инфилтришући 
леукоцити продукују медијаторе запаљења попут цитокина као што су IL-1, IL-6, TNF-
α, и кисеоничних слободних радикала и реактивних азотних једињења који индукују 
епигенетске промене у пре-малигним лезијама и супримирају тумор супресор гене 
(218). У наредној фази развоја тумора, ћелије имунског система продукују цитокине и 
хемокине који фаворизују преживљавање и пролиферацију туморских ћелија. Током 
прогресије тумора и метастазирања, туморске и имунске ћелије производе цитокине и 
хемокине које узрокују развој покретљивости и инвазивног потенцијала туморских 
ћелија (219). У фази развоја инвазивности и метастазирања тумора кључан је процес 
епително-мезенхималне транзиције (220).  
 Веза онкогенезе и запаљења је посредована унутрашњим и спољашњим 
путевима (216). Унутрашњи пут се активира генетским променама попут активације 
прото-онкогена мутацијом, хромозомским преуређивањем или инактивацијом тумор 
супресор гена које изазивају инфламацију и развој неоплазије (216,221). 




Трансформисане ћелије луче проинфламацијске медијаторе стварајући на тај начин 
инфламацијско подручје. Спољашњи пут подстиче развој инфекције која повећава 
ризик за развој карцинома. Оба пута индукују активацију неколико транскрипционих 
фактора као што су NF-κB, STAT-3 и HIF-1 што узрокује продукцију 
проинфламацијских цитокина и хемокина (216,221). Ови молекули регрутују и 
активирају различите популације леукоцита као што су макрофаги, мастоцити, 
еозинофили и неутрофили у туморску микросредину. Оваква заједничка активност 
туморских ћелија и туморске микросредине подстиче нагомилавање 
проинфламацијских медијатора који додатно подстичу раст тумора и инвазивност 
(216,219,221). 
 
1.7. Карцином дојке и експериментални модел 4Т1 
 Карцином дојке је најчешћи малигнитет и други узрок смрти код жена широм 
света. Карцином дојке се може развити код оба пола, ипак, жене обољевају 100 пута 
чешће од мушкараца. Малигни тумори дојке најчешће настају из епителних ћелија 
каналића или режњева. У зависности од начина раста, карциноми дојке се могу 
поделити на неинфилтришуће (Carcinoma in situ) туморе који не пробијају базалну 
мембрану и инфилтришуће туморе који пробијају базалну мембрану и настављају да се 
шире у околне одељке и у удаљена ткива и органе лимфогеним и хематогеним путем.  
Идентификовани су бројни фактори који фаворизују развој карцинома дојке. Око 5 до 
10% жена са раком дојке носи мутацију у једном од 2 гена, BRCA1 или BRCA2. 
Мутације у P53 тумор супресорском гену као и губитак експресије  протеина 
ретинобластома (pRB) и амплификација циклина D1, мутације протеина који учествују 
у Ras сигналном путу и прекомерне експресије HER-2/neu гена се јављају у више од 
половине оболелих од карцинома дојке (222).  
Хумане туморске ћелије се у анималним експерименталним моделима нису добро 
показале због  метастазирања на неочекивана места. Међутим, показано је да су мишје 
туморске ћелијске линије погодне за експерименталне моделе јер показују метастатске 
карактеристике налик хуманим туморским ћелијама.  
 4Т1 туморску линију су изоловали Милер и сарадници и са годинама је ушла у 
широку употребу захваљујући развоју метастатских промена попут хуманих ћелија 
карцинома дојке. 4Т1 мишја туморска линија служи као модел за четврти стадијум 
тумора дојке (223). Ћелије се могу апликовати на више начина: директно у масно 




јастуче млечне жлезде, интравенски у репну вену, артеријски хируршком 
катетеризацијом десне каротиде или инјекцијом у леву преткомору срца. Након 
убризгавања директно у ткиво дојке, 4Т1 ћелије формирају примарни тумор на месту 
апликације и дају метастазе у плућима, јетри, костима и мозгу у периоду од 3 до 6 
недеља након инокулисања (223-229). У шестој недељи након апликације, пречник 
тумора је био већи од  1 cm и уочене су метастазе у торакалном региону код већине 
животиња. Уочен је бифазан ток раста примарног тумора који се састоји од 
прогресивног раста током прве две недеље након апликације туморских ћелија, 
регресије између друге и четврте недеље и поновно убрзаног раста након пете недеље 
(226). Даље анализе су показале да су све животиње шест недеља након апликације 
развиле метастазе у плућима (6/6), у јетри (5/6), слезини (3/6) и мозгу (2/6). Метастазе 
су детектоване и у лимфним чворовима, бубрезима, мозгу, цревима и надбубрежним 
жлездама (226). Метастазе показују дистрибуцију сличну хуманом карциному дојке, а 
4Т1 линија је једна од ретких која даје спонтане метастазе у костима (226, 227). Брз 
раст тумора и метастазирање у специфичне органе чине 4Т1 погодним моделом за 
испитивање прогресије и метастазирања тумора. Такође се показало да је овај модел 
одличан за испитивање утицаја имунског система на раст и развој тумора због 
чињенице да је 4Т1 модел синген са BALB/C мишевима (226,227). 
 Гени који су експримирани у 4Т1 туморским ћелијама анализиран су у односу 
на интраћелијску локацију и функцију. Бројни гени кодирају протеине важне за 
пролиферацију, адхезију и миграцију туморских ћелија, кодирају протеине који 
фацилитирају ангиогенезу и ремоделују екстраћелијски матрикс (227). Показано је да 
4Т1 туморске ћелије појачано експримирају гене који кодирају међућелијске везе 
(Cldn3, Cldn4, Cldn7 и Tjp2), адхерине (Cdh1 и Vil1) и спојне филаменате (Krt1-18 и 
Krt2-7). Повећана продукција матрикс-протеиназа (енгл. Matrix metalloproteinase, 
MMT) попут MMP3, MMP9 и MMP13 указује на изражено ремоделовање 
екстраћелијског матрикса.  
У 4Т1 туморским ћелијама је најактивнији сигнални пут Jak/Stat што је и потврђено 
појачаном продукцијом Jak2 и Stat1 молекула и смањеном продукцијом Socs1, 
протеина инхибитор Jak/Stat сигналног пута. Такође, 4Т1 ћелије карактерише знатно 
смањење нивоа CDK2-асоцираног протеина 1 (CDK2ap1), p53 протеина као и 
инхибитора циклин-зависне киназе p21 (Cdkn1a) и циклина G (Ccng1). Сматра се да 
ове промене убрзавају почетну фазу ћелијског циклуса (G1 → S) и инхибирају одговор 




ћелије на оштећење DNA. 
 
1.8. Имунски одговор на тумор дојке 
 Бројни фактори учествују у супресији раста тумора дојке. Пре свега, 
организација ткива дојке је таква да спречава раст и метастазирање туморских ћелија. 
Као препрека метастазирању, ћелије улазе у апоптозу када изгубе контакт са базалном 
мембраном, екстрацелуларним матриксом или суседним ћелијама. Овај процес смрти 
ћелије назван је “аноикис” (230). Међутим, туморске ћелије су развиле су механизме за 
преживљавање након одвајања од околног ткива и током проласка кроз лимфне и 
крвне судове. Дефекти у експресији рецептора смрти за активирање каспазе, као што је 
претерана експресија FLIP инхибитора каспазе-8, омогућавају ћелијама стицање 
отпорности на аноикис (230,231). Такође, блокирање унутрашњег пута апоптозе, попут 
претеране експресије антиапоптотских протеина из Bcl-2 фамилије супримира аноикис 
(230,232). 
 Имунски систем игра битну улогу у превенцији настанка и раста тумора. 
Имунски систем штити домаћина од тумора изазваних вирусима елиминацијом или 
сузбијањем вирусних инфекција. Правовремена елиминација патогена и брза 
резолуција инфламације могу спречити стварање хроничног инфламацијског окружења 
погодног за туморогенезу. И коначно, имунски систем има способност да препознаје и 
елиминише туморске ћелије на основу експресије тумор-специфичних антигена или 
молекула изазваних ћелијским стресом (233,234). 
 Способност имунског система да идентификује и елиминише новонастале 
туморске ћелије и на тај начин дејствује као прва линија одбране од настанка тумора се 
назива имунски надзор. Како се упркос присуства имунског надзора тумори ипак 
развијају, immunoediting тумора потпуније објашава улогу имунског система у борби 
против настанка тумора. Immunoediting тумора подељен је на 3 фазе: фаза елиминације, 
фаза еквилибриума и фаза избегавања имунског одговора (235,236). Фаза елиминације 
се поклапа са теоријом о постојању туморског имунског надзора, где имунсkи систем 
открива и елиминише туморске ћелије које су настале услед неадекватних 
интрацелуларних супресорских туморских механизама. Фаза елиминације може бити 
потпуна, када су све туморске ћелије уклоњене или непотпуна, када се елиминише 
само део туморских ћелија. У случају парцијалног елиминисања тумора, наступа 
привремено стање равнотеже између имунског система и развоја тумора (235,236). 




Сматра се да током овог периода туморске ћелије остају неактивне или пак 
акумулирају даље генетске промене (мутације DNA, измене експресије гена) које 
индукују експресију тумор-специфичних антигена и антигенa продукованих у стању 
стреса. Како се овај процес наставља, имунски систем покреће селективни притисак 
који је довољан да контролише прогресију тумора, међутим, уколико имунски одговор 
не елиминише све туморске ћелије, најотпорније туморске ћелије избегну елиминацију 
чиме наступа фаза избегавања имунског одговора. У току фазе „избегавања“, имунски 
систем више нема контролу над растом тумора (235-238). 
 Осим туморских ћелија, у тумору се могу детектовати и нетуморске ћелије које 
могу играти протуморску или антитуморску улогу (239). Интеракције између малигних 
и нетрансформисаних ћелија стварају туморску микросредину. Међућелијска 
комуникација се остварује посредством комплексне мреже цитокина, хемокина, 
фактора раста и ензима (239). 
 
1.8.1. Макрофаги 
 Данас се зна да су тумор- асоцирани макрофаги (енгл. Tumor-associated 
macrophages, TAMs) део леукоцитне популације која доминира у туморској 
микросредини. Макрофаги представљају мононуклеарне фагоците чија је примарна 
функција фагоцитоза. Иако припадају урођеној имуности, макрофаги играју значајну 
улогу у ефекторским механизмима стечене имуности. Макрофаги су хетерогена 
популација ткивно-резидентних, терминално диферентованих миелоидних ћелија које 
настају из моноцитних прекурсора пореклом из костне сржи (240). Макрофаги се могу 
детектовати на основу експресије површинских маркера, транскрипционих фактора, 
производње цитокина и специфичних ензима. Молекули карактеристични за мишје 
макрофаге су  LY6C, MHC молекули II класе, хемокински рецептори CX3CR1 и CCR2, 
CD62L (L-селектин) и ангиопоетински рецептор TIE2 (241,242). Код људи, макрофаги 
се детектују на основу  LPS корецептора (CD14), HLA-DR (MHC молекул II класе), 
CD312, CD115 и Fcγ-рецептора FcγRIII (CD16) (243). Специфични маркери обухватају 
и CD163,CD204, CD206 рецепторе чистаче које експримирају М2 макрофаги, као С тип 
лектинког рецептора CD301 (244,245). 
 Макрофаги показују висок степен пластичности у одговору на локално 
окружење и могу да делују као антиген презентујуће ћелије, у одбрани домаћина од 
микроорганизама, у развоју ткива, зарастању рана и регулацији имунског система (246-




249). У зависности од окружења и дејства цитокина, макрофаги се могу поделити на 
класично активиране макрофаге типа 1 (М1) и алтернативно активиране макрофаге 
типа 2 (М2) (250). Везивање молекулских образаца патогена за Toll-like рецепторе, и 
дејство интерферона-γ (IFNγ) поларизирају макрофаге у М1 фенотип. Активирани М1 
макрофаги фагоцитују и елиминишу микроорганизме и туморске ћелије, презентују 
антигене Т лимфоцитима и производе велике количине про-инфламацијских цитокина 
(250,251). Макрофаги подстичу развој снажног акутног имунског одговора 
захваљујући продукцији индуцибилне азот-оксид синтетазе, реактивних врста 
кисеоника и производњи  IL-12 који фаворизује развој Th1 имунског одговора (243). 
Насупрот овоме, излагање цитокинима IL-4, IL-10, IL-13, TGF-β или простагландину 
E2 (PGE2) фаворизује настанак М2 макрофага (252).  Ова популација макрофага 
учествује у Th2 имунском одговору, супримира развој  Th1 имунског одговора 
продукцијом IL-10 и учествује у процесу ремоделовања ткива и зарастања рана. 
Макрофаги продукују матриксне металопротеиназе којима разграђују компоненте 
екстрацелуларног матрикса, подстичу ангиогенезу продукцијом васкуларног 
ендотелног фактора раста  (енгл. Vascular Еndothelial Growth Factor, VEGF) и уклањају 
мртве ћелије (253,254). 
 У хуманом карциному дојке је уочено да се тумор асоцирани макрофаги 
акумулурају на такозваним вручим тачкама ангиогенезе и то пре свега у аваскуларним 
регионима тумора (255). Хипоксија или цитокини продуковани услед хипоскичног 
стања привлаче макрофаге који продукују индуцибилни фактор хипоксије 2-α (енгл. 
Hypoxia inducible factor 2-α, HIF-2α) (256). HIF-2α  потом стимулише продукцију 
VEGF-а, чиме се подтиче формирање нових крвних судова (257). Поред тога, М2 
макрофаги у близини крвних судова секретују епидермални фактор раста који 
подстиче миграцију туморских ћелија, секретују металопротеиназе ММР-2 и ММР-9 
које разарају базалну мембрану крвних судова и секретују TNF-α, који активира 
ендотелне ћелије, што све заједно олакшава улазак туморских ћелија у циркулацију 
(258,259). 
 
1.8.2. Дендритске ћелије  
 Дендритске ћелије (DCs) су професионалне антиген презентујуће ћелије важне 
за покретање стеченог имунског одговора. У лимфном чвору DCs презентују антиген Т 
лимфоцитима (1. сигнал за активацију Т лимфоцита), обезбеђују костимулаторни 




„сигнал 2“, као и додатни трећи сигнал у виду продукције цитокина који даље 
усмеравају поларизацију стеченог имунског одговора у Th1, Th2 или Th17 смеру (260-
262). DCs су детектоване у туморској микросредини у карциному дојке, дебелог црева, 
плућа, бубрега, бешике, желуца и јајника (263). Поред покретања тумор-специфичног 
имунског одговора, интеракција зрелих дендритских ћелија и NK ћелија веома је важна 
за функционално сазревање NK ћелија и за појачавање њихове туморицидне функције 
(264,265). Са друге стране, неке студије су показале да тумор инфилтришуће DCs  
смањено експримирају и приказују антигене лимфоцитима, експримирају више PD-L1 
и продукују IDO и на тај начин супримирају стечени антитуморски имунски одговор 
(266-268). 
 
1.8.3. NK ћелије  
 NK ћелије су компонента урођене имуности. Приликом сусрета са 
инфицираним или трансформисаним ћелијама, NK ћелије се активирају због чега 
играју важну улогу у антимикробној и антитуморској имуности (269,270). 
NK ћелије су велики гранулисани лимфоцити који воде порекло из костне сржи. 




 ћелије, код 







 NK ћелије обухватају 90% укупних 
NK ћелија у периферној крви. То су зреле ћелије које доминантно експримирају 
рецептор ћелија убица који је налик имунглобулину (енгл. Killer-cell immunoglobulin-
like receptor, КIR), цитотоксичке су, јако активне и продукују у малој мери 
проинфламацијски цитокин IFN-γ. CD56
bright
 NK ћелије се карактеришу ниским нивоом 
експресије  или изостанком експресије КIR молекула и знатно већом продукцијом IFN-
γ. То су незреле NK ћелије које доминирају у производњи цитокина, док је њихова 
улога у цитотоксичној елиминацији ћелија ограничена (272).  
Иако NK ћелије по препознавању туморски измењене ћелије брзо остварују 
цитолитичку активност, у многим случајевима оне морају бити функционално 
диференциране или стимулисане дејтвом цитокина које продукују околне ћелије попут 
дендритских ћелија како би постигле оптимални ефекторски одговор (273-279). Ово се 
углавном дешава у секундарним лимфним ткивима као што су слезина и лимфни 
чворови (276).  




 NK ћелије обично циркулишу у фази мировања, али могу да инфилтрирају 
ткива под дејством цитокина (277,278). Раније се сматрало да је активност NK ћелија 
контролисана искључиво инхибиторним механизмима. Са открићем активаторних 
рецептора на NK ћелијама, дошло се до закључка да је контрола цитотоксичности NK 
ћелија комплексан процес који зависи од баланса односно предоминације активације 
инхибиторних и активаторних рецептора. Активаторни и инхибиторни рецептори 
препознају различите лиганде. Активаторни рецептори NK ћелија попут NKp30, 
NKp46 препознају измењене молекуле које експримира туморска или инфицирана 
ћелија на својој мембрани (279). Инхибиторни рецептори препознају сопствене 
протеине, пре свега MHC молекуле I класе који експримира свака ћелија са једром 
(280,281). Захваљујући оваквом комплексном механизму активације осигурано је да 
NK ћелије ефикасно елиминишу искључиво туморске и инфициране ћелије, али не и 
нормалне ћелије домаћина (280). 
 Препознавање оштећене или измењене ћелије активаторним рецепторима уз 
дејство одређених цитокина обезбеђује активацију NK ћелије (282). Када се 
активирају, NK ћелије индукују апоптозу циљних ћелија углавном кроз егзоцитозу 
перфорина и гранзима (283). Перфорин и гранзими су цитотоксични протеини 
смештени унутар секреторних гранула, специјализованих егзоцитозних органела 
познатих и као литичке грануле. Активација NK ћелија покреће поларизовану 
егзоцитозу секреторних лизозома, ослобађајући цитотоксичне молекуле који убијају 
циљну ћелију. Сигнал са активаторних рецептора индукује реорганизацију Голџијевог 
комплекса и транспротовање цитоплазматских гранула у зону имунске синапсе између 
NK ћелије и туморске ћелије (284). Перфорин образује поре на мембрани туморских 
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туморске ћелије као и уласком гранзима. Најзначајније компоненте ових гранула су 
протеазе гранзим А и гранзим В. Гранзим В покреће апоптозу директном активацијом 
каспазе 3, 7, 8 и 10 или активацијом Bid протеина и следственим ослобађањем 
цитохрома С  (285,286). Гранзим А је такође значајан за Т ћелијску цитотоксичност и 
активита каспаза назависну апоптозу. 
 Осим тога, NK ћелије продукују и важне имунорегулаторне цитокине (287,288). 
IFN-γ појачава урођени имунски одговор и стимулише антиген презентујуће ћелије 
чиме индиректно подстиче стечени одговор Т лимфоцита (289,290). Поред IFN-γ, оне 
продукују и IL-5, IL-10, IL-13, IL-22, TNF-α, гранулоцитно макрофагни фактор 




стимулације колонија (енгл. Granulocyte-Macrophage Colony Stimulatory Factor, GM-
CSF), макрофагни инфламацијски протеин 1α и 1β (енгл. Macrophage inflammatory 
protein, MIP) (291). 
 
1.8.4. NKT ћелије 
 Урођеноубилачки Т лимфоцити (енгл. Natural Killer T cells, NKT) су ћелије 
урођене имуности које играју значају улогу у регулацији имунског одговора (292). 
NKT ћелије су подтип Т лимфоцита и сходно томе експримирају T ћелијски рецептор 
(енгл. T cell receptor, TCR), међутим оне експримирају и маркере који су 
карактеристика NK ћелија попут NK1.1, CD49b, NKG2A, NKG2C, NKG2D, NKG2E и 
Ly49a (експримирани на мишијим ћелијама), односно CD161, CD56 и CD16 
(експримирани на хуманим ћелијама) (293,294). За разлику од Т лимфоцита који 
препознају пептидне антигене у контексту главног комплекса хистокомпатибилности I 
или II класе, NKT ћелије препознају липидне антигене презентоване у склопу молекула 
CD1d на мембрани антиген-презентујућих ћелија (293). На основу карактеристика 
TCR-а и реактивности на липидне антигене, NKT ћелије су подељене на два подтипа 
(295). NKT ћелије тип I, назване  и инваријантне NKT ћелије (енгл. invariant NKT cells, 
iNKT) експримирају инваријантни α ланац TCR-а, који настаје реаранжирањем генских 
сегмената Vα14-Jα18/Vβ8, Vβ7, и Vβ2 ланца код мишева, односно хомологог Vα24–
Jα18 ланца код људи (296). Инваријантни α ланац TCR-а упарује се са β ланцем 
ограничене хетерогености (295). Главна карактеристика iNKT ћелија је препознавање α 
галактоцерамида презентованог у склопу CD1d молекула (297). NKT ћелије тип II 
карактеришу се експресијом ТСR-a који је кодиран Vα3.2-Jα9/Vβ8, Vα8/Vβ8 генским 
сегментима.  
 NKT ћелије се активирају након што својим TCR-ом препознају липидне 
антигене презентоване у склопу CD1 молекула на APC (298). CD1 је површински 
молекул изграђен од гликопротеина који је удружен са β2 микроглобулинским ланцем 
и експримиран на мембрани APC. Структурно је јако сличан МНС молекулу I класе 
(енгл. major histocompatibility complex, MHC) (299). Код људи, CD1 молекул постоји у 
неколико изоформи (CD1a, -b, -c, -d и –e), док је код мишева присутан само као CD1d 
(299).  
NKT ћелије играју значајну улогу у патогенези инфективних и аутоимунских болести, 
алергијских реакција и тумора (300-304). NKT се активирају препознавањем 




различитих сопствених или страних липидних антигена. Хемијске структуре попут 
ендогених липида, сфинголипида и глицеролипида, као и егзогени липиди као што су 
анитигени микроорганизама Sphingomonas spp, Borrelia burgdorferi, Streptococcus 
pneumonia, Helicobacter pylori, Mycobacterium bovis, Leishmania donovani презентују се 
у склопу CD1d молекулa и стимулишу NKT ћелије (305).  
У раној фази имунског одговора, продукују сет цитокина IFN-γ, IL-4, а у неким 
ситуацијама и IL-10, IL-13, TGF-β (305). Поларизацијом у Th1, Th2 или Th17 
цитокински профил, NKT ћелије модификују урођени и стечени имунски одговор 
(295,306,307). IFN-γ који продукују NKT ћелије појачава фагоцитозну способност 
макрофага активира NK ћелије и CD8
+
 T лимфоците (308,309). Такође, in vitro је 
забележено да NKT ћелије активирају В лимфоците, промовишу њихову 
пролиферацију и продукцију антитела (310). Налик NK ћелијама, NKT ћелије након 
активације продукују цитотоксичне грануле- перфорине и гранзиме и испоручују их у 
заражене и малигне ћелије узрокујући апоптозу (311,312). Цитотоксичка активност 
NKT ћелија подстиче локално запаљење, антитуморски имунски одговор и додатно 
сузбија ограничавање имунског одговора елиминацијом регулаторних Т лимфоцита 
(305). 
Испитивање антитуморског ефекта α галактоцерамида је потврдило да NKT ћелије 
играју значајну улогу у антитуморском имунском одговору. Након тога су 
експерименти на Јα18 и CD1d дефицијентним мишевима показали да су NKT ћелије 
важне у туморском имунском надзору у фибросаркому индукованом 
метилхолантреном, код p53 дефицијентних мишева и у аденокарциному простате (313-
316). Сматра се да NKT ћелије продукцијом IFN-γ активирају NK ћелије и фаворизују 
елиминацију туморских ћелија (317,318).  
Студије на хуманом материјалу су показале да број NKT ћелија негативно корелира са 
прогресијом карцинома плућа, дојке, колона и меланома и да пацијенти са већим 
бројем NKT ћелија имају бољу прогнозу болести (319,320). 
 
1.8.5. Цитотоксички Т лимфоцити 
 Цитотоксички Т лимфоцити (енгл. Cytotoxic T lymphocyte, CTL) су главна 
компонента стечене имуности у елиминацији туморских ћелија. За разлику од NK 
ћелија, CTLs су антиген специфични и препознају туморске пептидне антигене 
презентоване у склопу MHC молекула I класе (321). 




 CTLs елиминишу туморске ћелије на два различита начина. Попут NK ћелија, 
CTLs продукују перфорине и гранзиме. Перфорин формира трансмембранске канале 
сличне порама који дозвољавају улазак гранзима В у цитоплазму где активира каспазе 
(322). Код људи и мишева, ово се углавном дешава активацијом митохондралног пута 
апоптозе захваљујући директној активацији протеина Bid (323,324) Други механизам 
који користе за елиминацију туморских ћелија је такозвани интеракцiја рецептор-
лиганд смрти. Најбоље описани лиганди и рецептори смрти припадају фамилији 
фактора некрозе тумора (TNF) као што су TNF, Fas, CD40 (325). Ови рецептори играју 
важну улогу у преношењу сигнала смрти са ћелијске мембране на интрацелуларни 
сигнални систем. Од познатијих лиганада и одговарајућих рецептора смрти издвајамо 
FasL/ FasR, TNF-α/ TNFR1, Apo3L/DR3 (326). Везивање лиганда смрти за рецептор 
смрти групише рецепторе смрти коришћењем адаптерног протеина FADD (енгл. Fas- 
Associated- Death- Domain- Protein) (327). FADD везује инактивну форму каспазе-8 и 
активира је (328). Активна каспаза-8 даље активира ефекторске каспазе које 
деградирају циљну ћелију. 
 
1.8.6. Мијелоидне супресорске ћелије  
 Мијелоидне супресорске ћелије (енгл. Myeloid-Derived Suppressor Cell, МDSC) 
представљају малу популацију циркулишућих ћелија у крви које играју изузетно важну 
улогу у генези и прогресији тумора (329). МDSCs су хетерогена популација незрелих 
миелоидних ћелија које воде порекло од прекурсора за гранулоците, макрофаге или 
дендритске ћелије (330-332). Код мишева, МDSCs се идентификују на основу 









 ћелије (330-332).  Не 
постоји консензус да ли је било која од ових подгрупа МDSCs више имуносупресивна. 
 Претходним студијама је детектована јака корелација између хроничне 
инфламације у туморској микросредини и настанка МDSCs (330-332). Туморске ћелије 
су способне да секретују разне проинфламацијске медијаторе попут фактора 
стимулације гранулоцитно-макрофагне колоније (енгл. Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF), фактора стимулације колоније гранулоцита (енгл. 
Granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF), фактора стимулације колоније макрофага 
(енгл. Мacrophage colony-stimulating factor, M-CSF), фактора матичних ћелија, 
васкуларног ендотелног  фактора раста, TGF-β, фактор некрозе тумора TNF-α, IL-1β, 




IL-6 и IL-10 (330-334). Показано је да GM-CSF игра кључну улогу у генерисању 
МDSCs у туморској микросредини и да показује дозно зависни ефекат: у ниским 
концентрацијама индукује стварање МDSCs и незрелих DCs, док у високим 
концентрацијама фаворизује стварање неутрофила и зрелих DCs (352-354).  Хемокини 
су кључни молекули који наводе МDSCs у примарни тумор и метастатска жаришта 
(355,356). CCL2 и CCL5 су главни хемокини који обезбеђују миграцију моноцитних 
МDSCs. Показано је да хумане туморске ћелије карцинома дојке, јајника и желуца 
продукују хемокин CCL2 који интереагује са рецепторима за хемокине CCR2, CCR4 и 
CCR5 које експримирају новонастале МDSCs (335,336,357). Синергистичко дејство 
претходно наведених фактора подстиче настанак и акумулацију МDSCs у туморској 
микросредини. 
 МDSCs показују изузетне имуносупресивне и туморигене активности (331,332). 
МDSCs смањују доступност аргинина и цистеина, који су есенцијални за 
пролиферацију Т лимфоцита (331,337,338). Појачаном производњом азотног оксида и 
реактивних врста кисеоника, МDSCs индукују апоптозу Т лимфоцита и NK ћелија 
(331,332,339). МDSCs експримирају PD-1 молекул и продукују TGF-β и IL-10 чиме 
значајно супримирају имунски одговор, секретују проангиогене факторе који 
промовишу неоваскуларизацију тумора, и факторе раста, матриксне металопротеиназе 
и цитокине који стимулишу раст тумора и поларизују имунску реакције у Тh2 правцу 
(331,332,340-342). Недавне студије су потврдиле да МDSCs индукују развој и 
поспешују активацију регулаторних Т лимфоцита кроз интеракцију CD40-CD40L 
(358,359). Због тога се МDSCs могу сматрати главним играчима у имуносупресији у 
туморској микросредини. 
 
1.8.7. Регулаторни T лимфоцити  
 Регулаторни T лимфоцити (енгл. Regulatory T cells, Treg) представљају 
субпопулацију T лимфоцита која успоставља баланс између имунске активације и 
толеранције. Treg лимфоцити се могу поделити на Treg лимфоците које настају у 
тимусу током интеракције са сопственим антегинима и периферне Treg лимфоците 
који настају диференцијацијом CD4
+
 T лимфоцита услед субоптималног излагања 
антигенима у периферним лимфним органима (343,344). Оба подтипа Treg лимфоцита 
карактерише експресија специфичног транскрип¬циононог фактора Foxp3 (енгл. 
Forkhead helix transcription factor p3) као и експресија молекула CD25 (α ланац 




рецептора за интерлеукин 2) (345,346). 
 Акумулација Treg лимфоцита у туморском ткиву повезана је са лошијом 
прогнозом код оболелих од многих карцинома, укључујући рак јајника, панкреасног 
дукталног аденокарцинома, карцинома плућа, глиобластома, не-Хочкиновог лимфома, 
меланома (347). Treg лимфоцити остварују имуносупресивну активност кроз различите 
директне и индиректне механизме. Инхибирањем транскрипције гена за IL-2 као и гена 
за рецептор за IL-2, Treg лимфоцити спречавају пролиферацију ефекторских Т 
лимфоцита, док експресијом инхибиторног молекула CTLA-4 и PD-1 супримирају 
активацију лимфоцита (348,349). Показано је да TGF-β везан за мембрану Treg 
лимфоцита супримира експресију активационог рецептора NKG2D на NK ћелијама 
(347). Treg лимфоцити продукују индоламин-2,3-диоксигеназу (енгл. Indolamine 2,3-
dyoxigenase, IDO) који разграђује триптофан, аминокиселину неопходну за 
метаболичке процесе T лимфоцита (350). Такође, посредством TGF-β и IL-10, Treg 
лимфоцити подстичу сазревање и стварање толерогеног фенотипа дендритских ћелија 
(347). Осим поменутих имуномодулаторних ефеката, показано је да Treg лимфоцити 













2. ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 
 
 Основни циљ овог истраживања je да се испита утицај дијабетес мелитуса на 
раст и развој тумора дојке и на модулацију антитуморског имунског одговора у 
експерименталном мишјем моделу карцинома дојке. 
 
У складу са основним циљем поставили смо следеће експерименталне задатке: 
1. Утврдити учинак експерименталног дијабетес мелитуса на раст примарног тумора 
дојке, инциденцу метастазирања и параметре оксидативног стреса; 
2. Испитати утицај експерименталног дијабетес мелитуса на ћелијски састав слезине 
и субпопулације тумор-инфилтришућих леукоцита код мишева пре и после 
индукције тумора; 
3. Испитати како експериментални дијабетес мелитус утиче на фенотипске и 
функционалне карактеристике и цитотоксички капацитет NK ћелија и CD8
+
 T 
лимфоцита, пре и после индукције тумора; 
4. Испитати повезаност појачаног оксидативног стреса и стреса ендоплазматског 
ретикулума са променом функционалног фенотипа NK ћелија, CD8
+
T лимфоцита и 
имуносупресивних ћелија мишева са хипергликемијом; 
5. Испитати да ли је доминантан утицај хипергликемије или оксидативног стреса на 





 ХИПОТЕЗЕ СТУДИЈЕ  
1. Експериментали модел дијабетес мелитуса убрзава раст и метастазирање тумора 
дојке. 
2. Хипергликемија смањује инфилтрацију туморицидних NK ћелија и CD8+ T 
лимфоцита у примарни тумор.  








3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
 
 Студија је спроведена у Центру за молекулску медицину и истраживање 
матичних ћелија Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, у периоду 
од јуна 2015. године до децембра 2017. године. 
Истраживање је одобрила Етичка комисија за добробит лабораторијских животиња 
Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу број 01-6496 од 17.06.2015. 
године. 
 
3.1. Експерименталне животиње 
 Истраживање је спроведено на 6 до 8 недеља старим женкама, чистог соја 
BALB/c (енгл. wild type) мишева. У студију су укључене животиње усклађене старости 
и телесне масе између експерименталних група. Мишеви су узети из Института за 
медицинска истраживања Војномедицинске академије (ВМА) у Београду и одгајани у 
виваријуму Центра за молекулску медицину и истраживања матичних ћелија, 
Факултета медицинских наука у Крагујевцу. Током свих експеримената животиње су 
имале слободан приступ храни и води. 
 
3.2. Индукција diabetes mellitus-а 
 У индукцији дијабетес мелитуса коришћен је Стрептозотоцин (STZ, Sigma 
Chemical St. Louis, MO, USA) који је токсичан за инсулин продукујуће β ћелије 
панкреаса. Налик глукози, користи GLUT2 транспортере за улазак у ћелију изазивајући 
оштећење DNA (57-59). У свим експериментима мишевима је након четворочасовног 
гладовања интраперитонеално апликована једна сублетална доза STZ-а 170mg/kg 
раствореног у 100µl цитратног пуфера (енгл. Citrate buffer, CB) pH вредности 4,5. 
 
3.3. Ћелијска линијa мишјег тумора дојке (4Т1) 
 У експериментима је коришћена 4Т1, ћелијска линија мишјег тумора дојке 
(American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA; CRL-2539).  
4Т1 туморска линија је добијена из спонтано насталог тумора дојке у BALB/C мишу. 
Након апликације у млечну жлезду BALB/C мишева, 4Т1 ћелије формирају примарни 




тумор и метастазирају у плућа, јетру, лимфне чворове и мозак, налик хуманом 
карциному дојке (223-229). 
Туморске ћелије 4Т1 су узгајане у DMEM медијуму (енгл. Dulbecco`s Modified Eagles 
Medium) са додатком 10% феталног телећег серума (енгл. Fetal Bovine Serum, FBS), 2 
mmol/l L-глутамина, 1 mmol/l пеницилин/стрептомицина, 1 mmol/l не-есенцијалних 
аминокиселина (Sigma-Aldrich, Munich, Germany). Ћелије извађене из контејнера са 
течним азотом су  се одмрзавале 1 до 2 минута у воденом купатилу на температури од 
37˚С. Додавањем 9 ml комплетног медијума и центрифугирањем на 350 G 10 минута, 
уклоњен је крио-протективни медијум. Крио-протективни медијум јесте комплетан 
медијум за раст ћелија са додатком 5% DMSO (Dimethylsulfoxide). Након одливања 
супернатанта, ћелије су ресуспендоване у 1 ml комплетног медијума, пребачене у 
фласк и култивисане у асептичним условима у инкубатору на температури од 37°C и у 
присуству 5% CO2. Просечно време дуплирања броја ћелија износи од 24 до 48
h
. 
Непосредно пре in vivo и in vitro експеримената, субконфлуентне ћелије (приближно 80% 
конфлуентности), одвајане су са дна фласка краткотрајним деловањем трипсином [0,25% 
трипсин са хелатором 0,02% EDTA (енгл. Ethylenediaminetetraacetic acid, PAA 
Laboratories GmbH) раствореног у PBS-у (енгл. Phosphate Buffered Salline, PAA 
Laboratories GmbH). Ћелије су затим ресуспендоване у у 6 ml DMEM-а са додатком 10% 
FBS-а, како би се неутралисао трипсин и спречило оштећење ћелија, а потом су 
центрифугиране 300 G 10 минута. Ћелије су додатно “пране” у PBS-у, без FBS-а, пре 
употребе у сваком in vitro и in vivo експерименту. Вијабилност ћелија је одређена помоћу 
trypan-blue-а и коришћене су само ћелијске суспензије са вијабилношћу већом од 95%.  
У експериментима, бројни истраживачи су користили различит број туморских ћелија 




 (360-362). У свим in vivo 
експериментима овог истраживања коришћено је 5 х 10
4
 туморских ћелија за 
индукцију тумора (380). Малигне ћелије 4Т1 (5 х 10
4
) су ресуспендоване у 50µl PBS-а и 
убризгаване су инсулинским системом (шприц и игла 21G) директно у масно јастуче 
млечне жлезде број 4. 
 
3.4. Верификација примарног тумора 
 Појава примарног тумора праћена је свакодневно, детекцијом палпабилног 
тумора, а његова величина одређивана је морфометријски, коришћењем нониуса.  




3.5. Анализа метастатских колонија 
 Мишеви који су примили STZ односно СВ су жртвовани 28. дана након 
апликације 4Т1 туморских ћелија, након чега су им плућа и јетре изоловане за 
патохистолошку анализу. 
Фиксација и дехидратација: Непосредно након изолације, ткиво плућа и јетре је 
фиксирано у 10% раствору формалдехида на собној температури. Волумен фиксатива 
је био 10 пута већи од волумена ткива. Обрађено ткиво је укалупљено у парафинске 
блокове и помоћу микротома су исечени резови дебљине 5 μm. Пресеци су нанешени 
на предметна стакла, а затим бојени одговарајућом техником (H&E бојење).  
Бојење хематоксилином и еозином (H&E): Криостатски ткивни пресеци су обојени 
методом хематоксилин-еозин (364). Парафински исечци су претходно загрејани у 
термостату на +56
о
C у трајању од 45 минута. Затим су депарафинисани у ксилолу и 
урађен је поступак рехидратације ткива испирањем у опадајућим концентрацијама 
етил алкохола: 2 пута по 5 минута у апсолутном алкохолу, 5 минута у 96% алкохолу, 5 
минута у 90% алкохолу, 5 минута у 70% алкохолу и на крају 5 минута у дестилованој 
води. Препарати су бојени Mayer-овим хематоксилином (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) 10 минута а потом су испрани дестилованом, а онда и текућом водом 5 минута. 
Препарати су затим бојени алкохолним еозином (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 2 
минута. Након бојења ткиво је дехидратисано и просветљено у ксилолу. За процес 
дехидратације коришћене су растуће концентрације алкохола и то: 5 минута у 70% 
алкохолу, затим 5 минута у 90% алкохолу, 5 минута у 96% алкохолу и на крају 2 пута 
по 5 минута у апсолутном алкохолу. Након бојења и поступка дехидратације, добијени 
препарати су просветљени потапањем 1 минут у мешавини ксилола и апсолутног 
алкохола у односу 1:1, а потом 2 пута по 1 минут само у ксилолу. Ткивни исечци су 
прекривени канада балзамом (Canada balsam, Centrohem, Србија) и покровним 
стаклима. Након 24-часовног сушења препарати су анализирани под светлосним 
микроскопом (Olympus, Japan). 
 
3.6. Варијабле које се мере у студији 
Независне варијабле: хипергликемија, параметри оксидативног стреса 
Зависне варијабле: величина примарног тумора, маса примарног тумора, број и 
величина метастатских колона, параметри оксидативног стреса и стреса 




ендоплазматског ретикулума, ћелијски састав слезине и субпопулација тумор-
инфилтришућих леукоцита, фенотипске и функционалне карактеристике и 
цитотоксички капацитет спленоцита, NK ћелија и CD8
+
 T лимфоцита. 
Збуњујуће варијабле: не постоје 
 
3.7. Одређивање антиоксидативних ензима 
 Eритроцити изловани из крви мишева који су примили STZ односно СВ су 
коришћени за мерење каталазе (енгл. Catalase, CAT), суперсоксид дизмутазе (енгл. 
Superoxid dismutase, SOD) и глутатиона (енгл. Glutathione, GLU) спектрофотометријом. 
Изоловани еритроцити су испрани три пута са 0.9 mmol/l NaCl и хемолизатом који 
садржи приближно 50 g Hb/l. Активност каталазе у сонификату одређује се по методи 
Beutler-а. Метода се састоји у спектрофотометријском праћењу брзине разградње 
водоник пероксида у присуству каталазе на 230 nm. На тој таласној дужини водоник 
пероксид апсорбује светлост. Тачна концентрација водоник пероксида одређује се на 
следећи начин: у односу на апсорпцију разблаженог раствора пуфера (1 : 10), као нула, 
очитава се апсорпција раствора састављеног од 0.9 ml разблаженог пуфера и 0.1 ml 
разблаженог 30 % раствора H2О2 (1 : 100). Концентрација водоник пероксида 
израчунава се на основу екстинкционог коефицијента, који је за H2O2, на 230 nm, 0.071, 
по формули: 
 
   
  
     
 
 
Добијена концентрација затим се разблажује до 10 mM. Реакциона смеша се добија 
такo што се у кварцну кивету у којој се налази 50 μl пуфера додаје између 5 и 50 μl 
узорка (зависно од активности каталазе). Реакција почиње додатком 1 ml 10 mM 
раствора водоник пероксида. Пад апсорбанце прати се на 230 nm у току три минута. 
Активност се изражава у јед/mg протеина, а јединица је дефинисана као количина 
редукованоg H2O2, изражена у μМ, у минути. 
  




Израчунавање се врши према следећој једначини:  
 
     
    
           
 
 
при чему је  А – промена апсорбанце у минути, R – разблажење, V – запремина узорка 
(ml), Low – количина протеина (mg/ml сонификата). 
 Одређивање активности SOD врши се адреналинском методом. Ова метода 
припада групи метода „негативног“ типа, јер се прати смањење брзине аутооксидације 
адреналина у алкалној средини, која је зависна од О2
-
 (363). Присутна SOD уклања 
О2
- 
и при томе инхибира реакцију аутооксидације адреналина. Брзина аутооксидације 
адреналина прати се спектрофотометријски преко промене апсорбанце на таласној 
дужини 480 nm. Пораст апсорбанце на 480 nm потиче од акумулације адренохрома. 
Брзина аутооксидације адреналина једнака је нагибу линеарног дела пораста 
апсорпције. Проценат инхибиције користи се као мера каталитичке активности ензима. 
Брзина аутооксидације адреналина у одсуству ензима узима се као референтна 
(контролна), а брзина аутооксидације у присуству SOD, односно протеина у цитосолу 
представља део референтне вредности. У 3.2 ml реакционе смеше коју чине: 3 ml 
карбонатног pуфера, pH = 10.2 и 0.1 ml раствора адреналина, додаје се 0.01 ml раније 
припремљеног супернатанта. Аутооксидација адреналина прати се у току четири 
минута на таласној дужини 480 nm. Реакција је стабилна у температурном опсегу од 26 
– 30
0 
C. Упоредо се ради и контролна реакција. Проценат инхибиције аутооксидације 
адреналина у присуству SOD из узорка, у односу на контролну реакцију 
аутооксидације адреналина користи се за израчунавање SOD активности. Количина 
SOD изражена је у јединицама SOD активности по граму Hb (јед/g Hb). Јединица SOD 
активности дефинисана је као запремина, односно количина протеина која узрокује 50 
% инхибиције брзине аутооксидације адреналина у линеарном делу пораста 
апсорпције. 
  




Израчунава се по следећој једначини:  
 
       
          
        
 
 
при чему је ∆К - промена апсорпције контролне реакције у минути, ∆А - промена 
апсорпције реакције са узорком у минути, V - запремина узорка која се сипа у 
реакциону смешу (ml), Hb - количина хемоглобина (g/100ml лизата), R – разблажење. 
 Ниво редукованог глутатиона (GSH) у плазми одређује се 
спектрофотометријски, а заснива се на оксидацији глутатиона GSH помоћу 5,5–дитио-
бис-6,2-нитробензoевом киселином (DTNB). GSH се екстрахује тако што се у 0.1 ml 0.1 
% EDTA дода 0.4 ml плазме и 0.75 ml раствора за преципитацију (1.67 g метафосфорне 
киселине, 0.2 g EDTA, 30 g NaCl, допунити до 100 ml дестилованом водом; раствор је 
стабилан три недеље на +4
0
C). Након доброг мешања, смеша се екстрахује 15 минута 
на леду а потом центрифугира 10 минута на 4000 rpm. Мерење се врши у кварцним 
киветама запремине 1 ml. У епрувете пипетира се 300 μl венског ефлуента, 750 μl 
Na2HPO4 и 100 μl DTNB (1 mg DTNB/ml 1 % натријум цитрата). Као слепа проба 
користи се дестилована вода. Концентрација, а затим и количина редукованог 
глутатиона у венском ефлуенту одређује се на основу калибрационог дијаграма 
(стандардне криве), који се одређује за сваки есеј. За конструкцију стандардне криве 
користи се стандардни раствор редукованог глутатиона концентрације 1.5 mmol/l. У 
четири епрувете се пипетира (уместо венског ефлуента) 10, 20, 30 и 40 μl 1 mM 
раствора GSH, 300 μl хладног перфузионог Krebs-Hensenleit-овог раствора. Тако се 
одреди концентрација нитрита у узорцима стандарда (nmol/GSH/ml). Aпсорбанцa (A) 
се мери на таласној дужини максималне апсорпције  λmax=420nm. Од добијених 
апсорбанци одузима се вредност апсорбанце слепе пробе (B), чиме се добија коначна 
апсорбанца ( А). Помоћу овако добијене апсорбанце, стандардног фактора (F), и 
количине венског ефлуента употребљеног у есеју израчунава се концентрација 




            
                 
        









3.8. Изолација леукоцита из слезине 
 Mишеви третирани STZ-ом и третирани CB-oм су жртвовани цервикалном 
дислокацијом 28.дана након апликације STZ/CB или 15. дана после апликације 5х10
4
 4Т1 
туморских ћелија у млечну жлезду. Свим мишевима су изоловане слезине, након чега је 
поступак изолације спленоцита спроведен на +4˚C. Најпре је клипом шприца протиснута 
слезина кроз ћелијско сито (енгл. Сell strainer, BD Pharmingen, USA) у епрувету од 50ml 
уз додавање 5ml медијумa (RPMI-1640; PAA Laboratories GmbH са додатком 10% FBS-а). 
Ћелије су центрифугиране 5 минута на 350 G. Супернатант је одливен, а на ћелијски 
талог је додато 5ml пуфера за лизирање еритроцита (енгл. Er Lysing buffer) (4mg EDTA, 
100mg NaHCO3, 826mg NH4Cl, растворено у 100ml ddH2O), и инкубирано 5 минута на 
леду. Након истека инкубације, додато је 5 ml RPMI-1640 са 10% FBS-ом чиме је 
заустављено даље лизирање. Затим су ћелије центрифугиране, супернатант је одливен а 
талог ресуспендован у 8ml RPMI-1640 (10% FBS). Ћелије су пропуштене кроз ћелијско 
сито, како би се избегла потенцијална контаминација хистиоцитима слезине. Након 
изолације, приликом бројања ћелија одређивана је и њихова вијабилност помоћу trypan-
blue-а под светлосним микроскопом и у експерименталном раду су коришћене само 
суспензије ћелија са вијабилношћу већом од 90%. Овако добијена суспензија 
појединачних спленоцита коришћена је у експериментима (за проточну цитометрију, 
тест цитотоксичности и in vitro експерименте). 
 
3.9. Изолација ћелија из примарног тумора 
 Mишеви који су развили дијабетес су жртвовани цервикалном дислокацијом 15. 
дана након апликације 5х10
4
 4Т1 туморских ћелија у млечну жлезду. Петнаестог дана 
после апликације 5х10
4
 4Т1 туморских ћелија су жртвовани и мишеви који су третирани 
само туморским ћелијама. Свим мишевима су изоловани примарни тумори, након чега је 
измерена њихова маса. Маказама су тумори уситњени а након тога опрани 2-3 пута у 
петри шољи коришћењем РBS-а. Уситњени тумори су потом ресуспендовани у 5ml 
медијумa за дигестију. Медијум за дигестију туморског ткива садржи 1mg/ml колагеназе 
тип I, 1mM EDTA у 10 ml RPMI коме је додато 2% FBS. Дигестија тумора се одвија у 
трајању од два сата на 37°C уз мешање на шејкеру. Након дигестије, ћелије су 
центрифугиране 5 минута на 300 G, а потом је супернатант одливен пипетом. На талог је 
додато 10 ml претходно загрејаног трипсина, након чега је уследила инкубација у 
трајању од 3 минута на 37°C. Потом су садржаји у епруветама центрифугирани 10 




минута на 300 G, након чега је супернатант одливен пипетом. На талоге је додат  2.5 ml 
претходно припремљене и загрејане DNA-зе (10μg/ml) након чега је уследила инкубација 
у трајању од 1 минута на 37°C. Након инкубације, у епрувете је додато 7 ml комплетног 
медијума и садржај је центрифугиран 10 минута на 300 G. Из епрувета је супернатант 
одливен пипетом, а потом је додато 5 ml комплетног медијума. Садржај је пропуштен 
кроз ћелијско сито, а потом и центрифугиран 10 минута на 300 G. Ћелије су 
ресуспендоване у 0,5 ml комплетног медијума. Приликом бројања ћелија одређивана је и 
њихова вијабилност помоћу trypan-blue-а под светлосним микроскопом и у 
експерименталном раду су коришћене само суспензије ћелија са вијабилношћу већом од 
90%. Овако добијена суспензија појединачних тумор инфилтришућих леукоцита 
коришћена је у експериментима (за проточну цитометрију). 
 
3.10. Анализа популација мононуклеарних ћелија слезине и примарног тумора 
проточном цитометријом 
 Пре апликације туморских ћелија и 15. дана прогресије тумора, проточном 
цитометријом идентификоване су субпопулације лимфоцита и акцесорских ћелија 
слезине и примарног тумора и одређени њихови процентуални односи. Детектоване су: 
NK ћелије, NKТ ћелије, субпопулације Т лимфоцита, макрофаги, дендритске ћелије, 
мијелоидне супресорске ћелије. Уз то, испитиван је и функционални фенотип Т 
лимфоцита, NK ћелија, NKТ ћелија, макрофага, дендритских ћелија, мијелоидних 
супресорских ћелија.  
 
3.10.1. Обележавање ћелијских мембранских маркера 
 У идентификацији мембранских маркера за фенотипизацију и одређивање 
функционалног фенотипа субпопулација мононукеарних ћелија слезине и примарног 
тумора коришћена су анти-мишија моноклонска антитела (Табела 1). На 5 × 10
5
 ћелија 
ресуспендованих у 50μl пуфера за бојење (енгл. Staining Buffer; BD Biosciences) додата 
је одговарајућа количина примарно конјугованих моноклонских антитела специфичних 
за антигене различитих субпопулација мононуклеарних ћелија.  
 
 




Табела 1. Моноклонска антитела коришћена у проточној цитометрији 
назив клон изотип произвођач 
Alexa Fluor
®
 488 anti-mouse CD3e 145-2C11 IgG1 κ  BD Pharmingen 
Alexa Fluor
®
 488 anti-mouse CD4 RM4-5 IgG2a κ BD Pharmingen 
Alexa Fluor
®
 488 anti-mouse CD8a 53-6.7 IgG2a κ BD Pharmingen 
PerCP anti-mouse CD49b HMα2 IgG Biolegend 
PE anti-mouse IL-4 BVD4-1D11 IgG2b BD Pharmingen 
PE anti-mouse IL-10 JES5-16E3 IgG2b BD Pharmingen 
Alexa Fluor
®
 647 anti-mouse 
CD335 (NKp46) 
29A1.4 IgG2a κ BD Pharmingen 
PerCP-Cy™5.5 anti-mouse CD335 
(NKp46) 
29A1.4 IgG2a κ BD Pharmingen 
PerCP labeled anti-mouse CD11c HL3 IgG1 λ BD Pharmingen 
PE anti-mouse CD107a 1D4B IgG2a κ BD Pharmingen 
APC anti-mouse IFN-γ XMG1.2 IgG2a, κ eBioscience 
APC anti-mouse CD86 GL1 IgG2a κ BD Pharmingen 
PE anti-mouse Granzyme B NGZB IgG2a, κ eBioscience 
APC anti-mouse TGF-β 860206 Rat IgG2A R&D Systems 
APC anti-mouse Perforin 
eBioOMAK-
D 
IgG2a, κ eBioscience 
PE anti-mouse CD69 H1.2F3 IgG1 λ BD Pharmingen 




hamster / IgG 
eBioscience 
FITC labeled anti-mouse CD11b M1/70 IgG2b κ eBioscience 
PE anti-mouse KLRG1 2F1 IgG eBioscience 
FITC labeled anti-mouse CD69 H1.2F3 IgG eBioscience 
PE anti-mouse CD314 (NKG2D) C7 IgG eBioscience 




APC anti-mouse CD335 (NKp46) 29A1.4 IgG eBioscience 
APC anti-mouse CD45 30-F11 IgG2b κ BD Pharmingen 
APC anti-mouse FoxP3 FJK-16s IgG2a κ eBioscience 
APC anti-mouse IL-5 TRFK5 IgG1 κ BD Pharmingen 
PerCP anti-mouse Ly-6C/G (Gr-1) RB6-8C5 IgG2b κ Invitrogen 
PE anti-mouse I-E(k)MHC class II 14-4-4S IgG2a κ eBioscience 
PE anti-mouse IL-17A eBio17B7 IgG2a κ eBioscience 
PE anti-mouse IDO 2E2/IDO1 IgG1 κ BioLegend 
PE anti-mouse INOS CXNFT IgG2a κ eBioscience 
PE anti-mouse CD279 J43 IgG2 κ BD Pharmingen 
FITC Annexin V   BD Pharmingen 
PerCP anti-mouse IL-4 11B11 IgG1 κ Invitrogen 
PE anti-mouse IL-13 eBioI3A IgG1 κ Invitrogen 
 
 
Ћелије изоловане из ткива слезине и примарног тумора су инкубиране и са 
одговарајућим изотипским контролама (Табела 2). 
 
Табела 2. Изотипске контроле моноклонских антитела коришћене у проточној 
цитометрији 
назив клон изотип произвођач 
Alexa Fluor® 488 Hamster Isotype 
Control 
A19-3 IgG1 κ BD Pharmingen 
PE Hamster Isotype Control B81-3 IgG2a κ BD Pharmingen 
Alexa Fluor® 488 Rat Isotype 
Control 
R35-95 IgG2a κ BD Pharmingen 
Alexa Fluor
®
 647 Rat Isotype 
Control 
R35-95 IgG2a κ BD Pharmingen 




FITC Rat Isotype Control R35-95 IgG2a κ BD Pharmingen 
APC Rat Isotype Control R35-95 IgG2a κ BD Pharmingen 
PerCP-Cy™5.5  Rat Isotype Control R35-95 IgG2a κ BD Pharmingen 
FITC Rat Isotype Control B39-4 IgG1 λ BD Pharmingen 
 
Сва антитела за површинско бојење, као и изотипске контроле коришћене су у таквим 
концентрацијама да њихова финална разблажења у суспензији ћелија буду 1:100. 
Након краткотрајног “вортексовања”, узорци су инкубирани 30 минута у мраку на 
температури +4°С. По истеку инкубације, ћелије су опране додавањем 2ml хладног 
пуфера за бојење (енгл. Staining Buffer, BD Biosciences) и центрифугирањем 5 минута 
на 250g. Потом је супернатант одливен и талог ћелија ресуспендован у 250μl пуфера за 
бојење. Непосредно након процедуре бојења, експресија маркера на ћелијама је 
анализирана на проточном цитометру FACSCalibur (BD Biosciences) помоћу 
CELLQUEST софтвера (BD). За све анализе ћелија коришћен је регион (енгл. Gate) 
мононуклеарних ћелија у FSC/SSC плоту. Регистровано је најмање 20.000 догађаја у 
свакој цитометријској анализи. Подаци су анализирани коришћењем FlowJo (Tree Star) 
софтвера. 
 
3.10.2. Бојење интрацелуларних маркера и цитокина 
 Бојење интрацелуларних молекула и цитокина изведено је по BD 
Cytofix/CytopermTM методи. У овом истраживању ћелије су стимулисане форбол 
миристат ацетатом (енгл. Phorbol 12-myristate 13-acetate, РМА; Sigma Aldrich) и 
јономицином (енгл. Ionomycin; Sigma Aldrich), који активирају протеин киназе С (енгл. 
Protein kinase C, PKC) и покрећу инфлукс јона калцијума у ћелију, што индукује 
експресију цитокина у ћелији која је претходно активирана физиолошким стимулусима 
(365). Инкубација у трајању од 4 до 6 часова је адекватна за продукцију већине 
цитокина. Дужа инкубација је удружена са цитотоксичким дејством поменутих 
активатора. Током in vitro стимулације ћелија коришћени су инхибитори 
интрацелуларног транспорта протеина, BD GolgyStopTM (садржи моненсин) и BD 
GolgyPlugTM (садржи брефелдин А). Блокирање интрацелуларног транспорта 




поменутим инхибиторима омогућава акумулацију већине цитокина у ендоплазматском 
ретикулуму или Голџи комплексу, чиме се повећава могућност детекције ћелија које 
продукују цитокине. Како моненсин и брефелдин А имају дозно и временски зависан 
цитотоксички ефекат, излагање ћелија овим агенсима мора бити ограничено, не дуже 
од 12 часова. Након истека времена предвиђеног за активацију, ћелије су 
центрифугиране 5 минута на 250 G и ресуспендоване у пуферу за бојење (енгл. Staining 
Buffer, BD Biosciences). Најпре је урађено бојење мембранских маркера према унапред 
описаној процедури. После истека инкубације ћелије су опране у 2 ml хладног пуфера 
за бојење 5 минута на 250 G. Ћелије су затим фиксиране и пермеабилизоване 
коришћењем 250 μl раствора за фиксацију и пермеабилизацију 
(Fixation/Permeabilisation solution, BD Biosciences) у трајању од 20 минута на +4
о
С. Пре 
и после додавања раствора за фиксацију и пермеабилизацију, сви узорци су добро 
вортексовани. Након истека инкубације ћелије су опране у 2 ml 10%-ног пуфера за 
пермеабилизацију (Perm/WashTM, BD Biosciences) 5 минута на 250 G. После одливања 
супернатанта додата су антитела за интрацелуларно бојење цитокина и инкубирана 30 
минута на +4
о
С. Примарно конјугована анти-мишја антитела примењена су у 
финалном разблажењу 1:100. Након истека инкубације ћелије су опране у 2 ml 10%-ног 
пуфера за пермеабилизацију (Perm/WashTM, BD Biosciences) 5 минута на 250 G. Након 
испирања у 2 ml 10%-ног пуфера за пермеабилизацију (Perm/WashTM, BD Biosciences) 
5 минута на 250 G, ћелије су ресуспендоване у 250 μl пуфера за бојење (енгл. Staining 
Buffer, BD Biosciences). Непосредно након процедуре бојења ћелије су анализиране на 
проточном цитометру FACSCalibur (BD Biosciences). 
 
3.10.3. Кванититативно испитивање апоптозе  
 Aпоптозу карактерише транслокација негативно наелектисаног 
трансмембранског фосфолипида, фосфатидил-серина, са унутрашње на спољашњу 
страну ћелијске мембране. Иако је интегритет ћелијске мембране у раној фази 
апоптотичне смрти очуван већ тада фосфатидил-серин бива изложен на спољашњу 
страну ћелијске мембране. Annexin V je протеин који има способност везивања за 
калцијум, фосфолипиде и фосфатидил-серин. У касним фазама апоптозе и у 
некротичном типу ћелијске смрти нарушен је интегритет ћелијске мембране, што 




омогућава молекулима као што је пропидијум јодид (PI енгл. propidium iodide) 
везивање за DNA присутну у ћелији. Због тога се може сматрати да су Аnnexin V (-); PI 
(-) ћелије живе, Аnnexin V (+); PI (-) ћелије су у раним фазама апоптозе, Аnnexin V (+); 
PI (+) су у касним фазама апоптозе а Аnnexin V (-); PI (+) некротичне ћелије.  
 
3.11. Издвајање CD8+ Т лимфоцита негативном селекцијом помоћу магнетних 
куглица 
 За издвајање CD8
+
 T лимфоцита из слезине је коришћен CD8a
+
 T Cell Isolation 
Kit mouse, према утврђеном протоколу произвођача (Miltenyi Biotec). Први корак у 
сепарацији CD8
+
 T лимфоцита је изолација спленоцита који су најпре избројани а онда 
је узето 10
7
 ћелија. Ћелије су центрифугиране 10 минута на 300 G а потом је одливен 





w/0.1% BSA и 2mM EDTA (pH 7.4)). У ћелијску суспензију је додато 10μl CD8a
+
 T Cell 
Biotin-Antibody Cocktail, mouse који садржи различитa антитела (анти- CD4, CD11b, 
CD11c, CD19, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, MHC Class II, Ter-119 и TCRγ/δ. 
антитело) којима се уклањају одређене популације ћелија. Талог ћелија је добро 
промешан и инкубиран 5 минута на температури од 2-8˚C. Затим је у талог додато 30 
µL пуфера, 20 µL Anti-Biotin MicroBeads. Талог је добро промешан и инкубиран 10 мин 
у фрижидеру 2-8
о 
С. Након инкубације талог је ресуспендован у 500 μl пуфера. LЅ 
колона, постављена у магнетно поље MidiMACS сепаратора (Miltenyi Biotec) је 
припремљена испирањем са 3 ml пуфера. Након инкубације од 15 минута на 
температури од 2-8˚C, ћелијска суспензија је пропуштена кроз LЅ колону у магнетном 
пољу и на тај начин су прикупљени необележени CD8
+
 T лимфоцити. Колона је потом 
испрана коришћењем 3 ml пуфера након чега су прикупљени необележени CD8
+
 T 
лимфоцити. По завршеном прикупљану негативно селектованих CD8
+
 T лимфоцита 
додато је још 5 ml RPMI-1640 са 10% FBS-ом а затим су ћелије центрифугиране 10 
минута на 300 G. Затим је одливен супернатант, талог ћелија је ресуспендован у 500μl 
RPMI-1640 са 10% FBS-ом и процењена је њихова вијабилност. Свеже изоловани CD8
+
 
T лимфоцити чији је принос износио између 90% и 95% су коришћени као ефекторске 
ћелије у тесту цитотоксичности. 
 




3.12. Издвајање  NK  ћелија  негативном селекцијом помоћу магнетних куглица 
 NK ћелије су издвојене из суспензије мононуклеарних ћелија магнетном 
сепарацијом (енгл. Magnetic Cell Sorting) коришћењем моноклонског анти-мишијег 
CD49b антитела (Clone DX5, Miltenyi Biotec) конјугованог са магнетним куглицама, 
према утврђеном протоколу произвођача (Miltenyi Biotec). Након изолације свеже 
суспензије мононуклеарних ћелија слезине, најпре је узето 5x10
7
 ћелија које су 
центрифугиране 10 минута на 300 G а потом је одливен супернатант. Талог ћелија је 
ресуспендован у 90μl пуфера (PBS (pH=7.2), 0.5% BSA и 2mM EDTA) након чега је 
додато 10μl CD49b (DX5) MicroBeads-а. Затим су спленоцити инкубирани са 
антителом специфичним за NK ћелије које је конјуговано са магнетним куглицама у 
трајању 15 минута на леду. Потом, ћелије су опране у 2 ml пуфера и центрифугиране 
10 минута на 300 G. Супернатант је уклоњен пипетом и ћелије су ресуспендоване у 
500μl пуфера. LS колона је затим постављена у магнетно поље сепаратора (Miltenyi 
Biotec) и припремљена испирањем са 3 ml пуфера. Следећи корак је био пропуштање 
ћелијске суспензије кроз LS колону у магнетном пољу. NK ћелије су издвојене тиме 
што су се помоћу анти-CD49b антитела конјуговано магнетним куглицама везале за 
зидове колоне. LS магнетна колона у је уклоњена са MACS сепаратора и постављена у 
епрувету. Како би се овакве ћелије уклониле из колоне најпре је додато 5 ml пуфера а 
потом је садржај потиснут пластичним клипом. По завршеном прикупљану позитивно 
селектованих NK ћелија додато је још 5 ml RPMI-1640 са 10% FBS-ом а затим су 
ћелије центрифугиране 10 минута на 300 G. Затим је одливен супернатант, талог ћелија 
је ресуспендован у 500μl RPMI-1640 са 10% FBS-ом и процењена је њихова 
вијабилност. Свеже изоловане NK ћелија чији је принос износио између 90% и 95% су 
коришћене као ефекторске ћелије у тесту цитотоксичности. 
 
3.13. Тест цитотоксичности 
 За одређивање цитотоксичке активности спленоцита, NK ћелија и CD8
+
 T 
лимфоцита  изолованих из слезине експерименталних животиња коришћена је DP 
верзија xCELLigence система, која садржи 3 микротитар плоче са по 16 бунарчића (E16) 
са златним дном. 100 µl комплетног медијума је сипано у сваки бунарчић, након чега је 
извршена калибрација постављањем xCELLigence система у инкубатор на 37° у 
присуству 5% CO2. Као циљне ћелије коришћене су ћелије туморске линије 4Т1 






/по бунарчићу). Суспензија таргет ћелија (4Т1) је припремљена на следећи начин: 
туморске ћелије су одвајане са дна фласка краткотрајним деловањем трипсином [0,25% 
трипсин са хелатором 0,02% EDTA  раствореног у PBS-у. Ћелије су затим 
ресуспендоване у у 6 ml DMEM-а са додатком 10% FBS-а, како би се неутралисао 
трипсин и спречило оштећење ћелија, а потом су центрифугиране на 300 G 10 минута. 
Ћелије су додатно пране у PBS-у, без FBS-а. Вијабилност ћелија је одређена помоћу 
trypan-blue-а и коришћене су само ћелијске суспензије са вијабилношћу већом од 95%.  
Потом је припремљена суспензија ћелија (1×10
4 
ћелија/ml комплетног медијума) тако 
да је у свако бунарче E16 плоче сипано по 100μl медијума у коме се налазило 1×10
4 
туморских ћелија. E16 плоче су постављене у xCELLigence систем, након чега су таргет 
ћелије 4Т1 инкубиране на температури од 37˚C и у присуству 5% CO2 у трајању 36h.  
Ефекторске ћелије које су изоловане на претходно описан начин (спленоцити, NK 
ћелије, CD8
+
 T лимфоцити) су кокултивисане са таргет ћелијама и то у односу 
спленоцити:4Т1=20:1, NK ћелије:4Т1=5:1, CD8
+
 T лимфоцити:4Т1=5:1. Ефекторске 
ћелије су ресуспендоване у комплетном медијуму (4×10
6 
ћелија/ml комплетног 
медијума), a затим су у одговарајуће бунарчиће сипане у волумену од 100μl по истеку 
36-часовне инкубације таргет ћелија. Е16 плоче су постављене у xCELLigence систем 
којим је мерен ћелијски индекс на 15 минута током 24 сата (37˚C; 5% CO2). Ћелијски 
индекс се дефинише као разлика у импеданци бунара који садржи ћелије и импеданце 
бунара са медијумом и репрезентује биолошки статус анализираних ћелија укључујући 
и број ћелија. Подаци су анализирани коришћењем програма RTCA Software 1.2 (Acea 
Biosciences). 
 
3.14. Деплеција NK ћелија 
 За in vivo деплецију NK ћелија, мишевима је интраперитонеално апликовано 
20μg анти-asialo GM1 моноклонских антитела (Waco. Bioproducts), дан пре и петог 
дана након инокулације туморских ћелија. Ефикасност деплеције потврђена је 
проточном цитометријом. Из једног миша изоловани су спленоцити и обојени анти 
мишјим NK моноклонским антителом (APC Anti-Mouse Cd49b, Rat IgG; Clone 29A1.4; 








3.15. Мерење  серумске  концентрације  IL-10, IFN-γ, IL-1, IL-12, IL-17, TNF-α  и  
IL-13  
 Двадесетосмог дана експеримента, након жртвовања животиња узета им је крв 
из трбушне аорте, инсулинским системом (шприц и игла G21), и центрифугирана 10 
минута на 300 G. Затим је серум за сваког појединачног миша издвојен и остављен на -
20°С до извођења анализе. 
 Концентрације цитокина (IL-10, IFN-γ, IL-1, IL-12, IL-17, TNF-α и IL-13) у 
серуму одређиване су комерцијалним ELISA китовима специфичним за мишје 
цитокине (Mouse IL-10 DuoSet ELISA Development kit;Mouse IFN-γ DuoSet ELISA 
Development kit; Mouse IL-1 DuoSet ELISA Development kit; Mouse IL-12 DuoSet ELISA 
Development kit; Mouse IL-17 DuoSet ELISA Development kit; mouse TNF-α /TNFSF1A 
DuoSet ELISA Development kit; Mouse IL-13 DuoSet ELISA Development kit; R&D Systems, 
USA). 
Према упутству произвођача, стандарди су пре употребе растворени у PBS-у (pH 7.2), 
тако да почетне концентрације буду 2000pg/ml за TNF- α, IFN-γ и IL-10, IL-12, IL-13, и 
1000pg/ml за IL-17, IL-1β. У циљу добијања стандардне криве и одређивања једначине 
праве према којој ће бити прерачунате концентрације мерених цитокина, од 
припремљених штокова стандарда су направљена серијска двоструко опадајућа 
разблажења у 8 тачака у комерцијалном растварачу (енгл. Reagent Diluent (PBS са 1%-
тним BSA)). 100μl радне концентрације везујућег антитела (енгл. Capture Antibody) 
сипано је у бунарчиће полистиренских микротитар плоча (енгл. Мicrotiter Plate- MTP) 
са 96 бунарчића са равним дном (SARSTED). Плоче су прелепљене адхезивном 
фолијом (енгл. ELISA Plate Sealers) и остављене преко ноћи на собној температури. 
Ујутру су бунарчићи испрани пуфером за испирање (енгл. Wash Buffer) у аутоматској 
машини за испирање MTP-а. Затим је у све бунарчиће додат блокирајући пуфер (Block 
Buffer, 1% BSA у PBS-у) финалног волумена 300μl и MTP су остављене минимум један 
сат на собној температури, а потом испране пуфером за испирање. Сви узорци су 
претходно разблажени 10 пута у дејонизованој води. Разблажени узорци и 
припремљени стандарди насути су у MTP, прекривени адхезивном фолијом и 
остављени два сата на собној температури. Након инкубације и испирања MTP, у све 
бунарчиће је додато 100μl радне концентрације детекционог антитела (енгл. Detection 
Antibody), плоче су обложене адхезивном фолијом и поново остављене два сата на 
собној температури. Плоче су потом испране, а у бунарчиће сипано 100μl радне 




концентрације Streptavidin-HRP (енгл. Streptavidin horseradish peroxidase). Инкубација 
на собној температури и без директног излагања светлости прекинута је након 20 
минута, испирањем MTP-а. У бунарчиће је сипано 100μl раствора субстрата (енгл. 
Substrate Solution: Color reagent A + Color reagent B, 1:1). Плоче су остављене двадесет 
минута касније, заклоњене од дневне светлости. Након тога додато је 50μl стоп 
раствора (енгл. Stop Solution: 2N H2SO4) и абсорбанца је мерена одмах у сваком 
бунарчету коришћењем Microplate reader-а (Zenyth, Anthos, UK) на таласној дужини 
450nm. Све измерене вредности су умањене за вредности апсорбанце слепе пробе 
(дејонизована вода). На основу измерених вредности стандарда направљена је 
стандардна крива, а помоћу ње су израчунате вредности за сваки појединачан узорак. 
Сви узорци су мерени у трипликату. 
 
3.16. Култивација спленоцита у дијабетичном и хипергликемичном серуму  
 Спленоцити су изоловани из слезине здравог миша на претходно описан начин. 
Након изолације, приликом бројања ћелија одређивана је и њихова вијабилност помоћу 
trypan-blue-а под светлосним микроскопом и у експерименталном раду су коришћене 
само суспензије ћелија са вијабилношћу већом од 90%. Из дијабетичних и здравих 
мишева је сакупљена крв пункцијом абдоминалне аорте. Након коагулације 30 минута на 
собној температури, серум је изолован центрифугирањем (20 минута на 400 G). 
Измерена је концентрација глукозе у серуму изолованом из дијабетичних и здравих 
мишева. Потом је у сваки бунар микротитар плоче са 24 бунара стављено 2 милиона 
спленоцита изолованих из здравог миша,  а затим је у бунаре додат RPMI 1640 медијум 
(Sigma- Aldrich) до волумена 0,9 ml. Након тога је у бунаре додато 100µl серума и то тако 
што је у првих седам бунара додат серум изолован из дијабетичних мишева, у наредних 
седам бунара је додат серум изолован из здравог миша коме је додата глукоза (тако да је 
концентрација глукозе у дијабетичном серуму и серуму здравог миша коме је додата 
глукоза изједначена), док је трећој групи додат само серум изолован из здравих мишева. 
Укупан волумен у бунарима је био 1ml. Након 24 h инкубације на 37
о
С у атмосфери са 
5% СО2, ћелије су центрифугиране, потом су „обојене“ примарно конјугованим 
моноклонским антителима и анализиране проточном цитометријом. 
 
 




3.17. Инхибиција водоник пероксида 
 У циљу испитивања утицаја појачаног оксидативног стреса, који доминира у 
дијабетес мелитусу, на функционални фенотип NK ћелијa, коришћен је инхибитор 
водоник-перокида, пег-каталаза (Sigma- Aldrich). У сваки бунар микротитар плоче са 24 
бунара плоче стављено 2 милиона спленоцита изолованих из здравог миша,  а затим је у 
бунаре додат RPMI 1640 медијум (Sigma- Aldrich). Петнаест минута пре додатка серума 
дијабетичног миша, спленоцити су инкубирани са 2000 U/ml пег-каталазе који 
конвертује H2O2 у H2O и O2. Након тога је у бунаре додато 100µl серума изолованог из 
дијабетичних мишева. Контролну групу су сачињавали спленоцити инкубирани само у 
серуму дијабетичних мишева. Укупан волумен у бунарима је био 1ml. Након 24 h 
инкубације на 37
о
С у атмосфери са 5% СО2, ћелије су центрифугиране, потом су 
„обојене“ примарно конјугованим моноклонским антителима и анализиране проточном 
цитометријом. 
 
3.18. Инхибиција индоламин-2, 3 диоксигеназе 
 У експериментима у којима је испитивано да ли је IDO један од медијатора који 
супримира NK ћелије, коришћен је фармаколошки инхибитор IDO-а, 1-метил DL 
триптофан (1-MT, 860646, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). 1-MT је смеша два 
стереоизомера, levo-1-метил триптофана, који компетитивно инхибира IDO 1 и dextro-1-
метил триптофана који компетитивно инхибира IDO2. 1-MT je најпре растворeн у 0.1 N 
NaOH чиме je направљен 1 mM шток. pH је коригована применом хлороводоничне 
киселине до 7,5.  
 У сваки бунар микротитар плоче са 24 бунара плоче стављено је 2 милиона 
спленоцита изолованих из здравог миша,  а затим је у бунаре додат RPMI 1640 медијум 
(Sigma- Aldrich). Након тога је у бунаре додато 100µl серума и то тако што је у првих 
седам бунара додат серум изолован из дијабетичних мишева коме је додат 1 mM 1-МТ, 
другој групи додат је само серум изолован из дијабетичних мишева, док је трећој групи 
додат серум изолован из контролних здравих мишева. Укупан волумен у бунарима је био 
1ml. Након 24 h инкубације на 37
о
С у атмосфери са 5% СО2, ћелије су центрифугиране, 
потом су „обојене“ примарно конјугованим моноклонским антителима и анализиране 
проточном цитометријом. 
 




3.19. Инхибиција индуцибилне азот моноксид синтазе 
 У експериментима у којима је испитивано да ли је iNOS један од медијатора који 
супримирају NK ћелије, коришћен је фармаколошки инхибитор L-N
G
-монометил 
аргинин цитрат (енгл. L-N
G
-monomethyl Arginine citrate, L-NMMA). L-NMMA је 
неселективни инхибитор ензима iNOS. L-NMMA (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) је 
растворен у 1ml дестиловане водe до финалне концентрације 5mg/ml. У сваки бунар 
микротитар плоче са 24 бунара плоче стављено је по 2 милиона спленоцита изолованих 
из здравог миша,  а затим је у бунаре додат RPMI 1640 медијум (Sigma- Aldrich). Након 
тога је у бунаре додато 100µl серума и то тако што је првој групи додат серум изолован 
из дијабетичних мишева коме је додат 1 mM L-NMMA, другој групи додат само серум 
изолован из изолован из дијабетичних мишева, док је трећој групи додат серум изолован 
из здравих мишева. Укупан волумен у бунарима је био 1ml. Након 24 h инкубације на 
37
о
С у атмосфери са 5% СО2, ћелије су центрифугиране, потом су „обојене“ примарно 
конјугованим моноклонским антителима и анализиране проточном цитометријом. 
 
3.20. Полимеризована ланчана реакција (PCR) 
3.20.1. Изолација RNA из ткива слезине миша  
 За изолацију укупне рибонуклеинске киселине (енгл. Ribonucleic acid,) из ткива 
јетре коришћен је тризол реагенс, који садржи раствор фенола и гуанидин 
изотиоцианата. Након изолације, део ткива слезине миша тежине приближно 100 mg је 
механички хомогенизован у 1 ml тризола (енгл. TRI Reagent® Solution, Applied 
Biosystems, Foster city, CA, USA) коришћењем ручног хомогенизатора. Хомогенат је 
пребачен у епрувете величине 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Germany) инкубиран 5 
минута на собној температури, а онда центрифугиран 10 минута на 12000 rpm на +4
о
C. 
На супернатант је додато 100 μl бромхлорпропана (енгл. 1-Bromo-3-chloropropane, 
BCP, Sigma Aldrich), узорци су промешани, инкубирани 15 минута на собној 
температури, а затим центрифугирани 20 минута на 12000 rpm на +4
о
C. Након 
центрифугирања уочавају се раздвојена три слоја, а RNA је изолована из горњег 
провидног слоја. RNA је пребачена у нове епрувете у које је додато 500 μl расхлађеног 
изопропил алкохола да би се извршила преципитација RNA. Након што су промешани, 
узорци су инкубирани 15 минута на собној температури, а затим центрифугирани 8 




минута на 12000 rpm на +4
о
C. Талог из епрувета је опран два пута са по 1 ml 
расхлађеног 70% етил алкохола и потом сушен 2 до 5 минута на собној температури. 
Осушени талог је разблажен у води која не садржи нуклеазе (енгл. Nuclease free water, 
Applied Biosystems). Концентрација и пречишћеност RNA одређена је 
спектрофотометријски мерењем абсорбанце на 260/280 nm корипћењем апарата 
Eppendorf® Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, Germany).  
 
3.20.2. Реверзна транскрипција RNA у комплементарну DNA  
 Реверзна транскрипција је процес у коме се једноланчана RNA преписује у 
комплементарну DNA (енгл. Complementary DNA). Процес реверзне транскрипције 
изведен је коришћењем кита High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems, Foster City, California, USA), према упутству произвођача. Транскрипција је 
изведена по следећој процедури: 10 μl узорка који садржи 2 μg укупне RNA изоловане 
из слезине инкубиран је са 10 μl главне мешавине (енгл. Master mix). Master mix се 
састоји из 2 μl пуфера (RT Buffer), 0,8 μl dNTP Mix-a, 2 μl хексамера (Random Hexamer 
Primer), 1 μl реверзне транскриптазе (Multi ScribeTM Reverse Transcriptase) и 3,2 μl 
воде која не садржи нуклеазе (Nuclease-free water). На растворени узорак RNA додат је 
Master mix, садржај је промешан и инкубиран 10 минута на 25
о
C, затим 120 минута на 
37
о
C. Реакција је заустављена грејањем 5 минута на 85
о
C, а узорци су затим охлађени 
на +4
о
C (Mastercycler® ep realplex, Eppendorf, Hamburg, Germany). Добијена 
комплементарна DNA коришћена је за квантификацију експресије гена. Цео процес 
изолације RNA и њеног превођења у комплементарну DNA изведени су на леду, 
уколико у протоколу није другачије наведено.  
 
3.20.3. Квантификација експресије гена  
 Методом квантитативне ланчане реакције полимеразе (енгл. Polymerase Chain 
Reaction, PCR) у реалном времену (енгл. Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR) мерена 
је експресија жељених гена. Реакција qRT-PCR је изведена у Mastercycler® ep realplex 
апарату (Eppendorf, Hamburg, Germany) коришћењем микротитар плоча са 96 места 
(Twin.tec. real time PCR plates 96,Eppendorf). Реакциона смеша је имала волумен од 20 
μl по комори, а садржала је: 2 μl узорка комеплементарне DNA, 10 μl Master mix (Power 
SYBR Green PCR Master Mix (2x), Applied Biosystems), 2 μl смеше парова прајмера за 




жељени ген („forward“ и „reverse“) као и 6 μl воде која не садржи нуклеазе. Затим су 
плоче прелепљене оптичком адхезивном фолијом (Masterclear real-time PCR Film, 
Eppendorf), центрифугиране 1 минут на 3000 rpm и смештене у qRT-PCR апарат 
(Mastercycler® ep realplex). Реакције qRT-PCR је изведена на основу температурне 
шеме: 4 минута на 95
о
C, затим 50 циклуса у трајању од по 15 секунди на 95
о
C и по 
минут на 62
о
C. Да би се одредила специфичност PCR продукта подешени су услови за 
извођење криве топљења (енгл. Melting Curve): 15 секунди на 95
о
C, 15 секунди на 60
о
C, 
20 минута температурног раста и потом 95
о
C. Прајмери који су коришћени за 
амплификацију секвенце гена од интереса приказани су у табели (Табела 3). 
Табела 3: Прајмери коришћени за qRT-PCR анализу 
 Forward Reverse 
DAP10 CCC AGG CTA CCT CCT GTT C  
CTA CAA TTA GGA GTG ACA TGA 
CCG  
EDEM   CTACCTGCGAAGAGGCCG GTTCATGAGCTGCCCACTGA 
ATF4 GGGTTCTGTCTTCCACTCCA AAGCAGCAGAGTCAGGCTTTC 











3.21. Снага студије и величина узорка 
 Величина узорка израчуната је на основу студије Јовановић И и сарадника. из 
2011. године. На основу учесталости појаве метастаза у плућима код WT мишева која 
је била 86% и учесталости код ST2-/- која је износила 25%, потребна величина узорка 
за ниво значајности α=0,05 и статистичку моћ теста 1-β од 80% израчуната је потребна 
величина узорка од 20 експерименталних животиња. Овакав студијски узорак 
претпоставља утврђивање статистички значајне разлике (Student-ов t тест за два 
независна узорка или Mann-Whitney тестом) између две групе испитаника, са снагом 
студије >= 80%. За статистичку обраду добијених резултата ће се користити 
комерцијални програмски пакет SPSS верзија 20. 




3.22. Статистичка обрада података 
 Подаци су анализирани коришћењем статистичког програма IMB SPSS 
Statistics 20. Нормалност расподеле је одређена тестом Kolmogorov-Smirnov. Уколико 
су вредности имале нормалну расподелу коришћен је параметарски Student’s-ов t тест. 
У случају неправилне расподеле коришћен је непараметарски Mann-Whitney U тест. 
Резултати експеримента су изражени као вредност ± стандардна грешка (енгл. Standard 
error/Мean, SEМ). Статистички значајном разликом сматране су добијене вредности 
p<0.05. Microsoft Excel је коришћен за креирање графикона и табела. 
 
  






















































4. РЕЗУЛТАТИ  
4.1. Ефекат  стрептозотоцина  на  параметре  гликорегулације 
 Jедна сублетална доза стрептозотоцина (170mg/kg растворено у 100µl цитратног 
пуфера) је апликована интраперитонеално експерименталној групи BALB/c мишева, 
док је контролној групи BALB/c мишева апликован цитратни пуфер (100µl). Током 
трајања експеримента, мерена је концентрација глукозе у крви и телесна маса недељно, 
након четворочасовног гладовања. 
Мишеви који су примили једну сублеталну дозу стрептозотоцина су имали значајно 
повећање вредности гликемије у односу на контролну групу мишева која је примила 
само цитратни пуфер (p=0.001; Фигура 1а). Након 4 недеље, мишеви којима је дат 
стрептозотоцин су имали значајно мању телесну масу у поређењу са контролном 












Фигура 1: Повећан ниво гликемије наште код мишева који су примили стрептозотоцин. Гликемија 
наште мерена је после четворочасовног гладовања из пуне крви добијене пункцијом репне вене, сваке 
недеље трајања експеримента (а). Телесна маса мерена је нултог и двадесетосмог дана експеримента (б). 
Резултати су приказани као средња вредност ± ЅЕМ из 3 посебна експеримента (7 мишева по групи). 






























































































Мишеви третирани стрептозотоцином имали су значајно веће вредности 
антиоксиданса каталазе у еритроцитима у поређењу са контролним мишевима ( 
р=0.043; Фигура 2а). Такође, концентрације антиоксиданаса супероксид дизмутазе и 
глутатиона су биле повећане код мишева којима је дат стрептозотоцин у односу на 
мишеве третиране цитраним пуфером, али ове разлике нису досегле статистичку 










4.2. Дијабетес мелитус убрзава појаву и раст примарног тумора дојке 
 Ћелије из културе 4Т1 тумора (5×10
4
) су убризгане у четврту млечну жлезду 
BALB/c мишева 28.дана након апликације стрептозотоцина односно цитратног пуфера. 
Појава тумора је свакодневно регистрована палпацијом. Након појаве палпабилног 
тумора мерен је његов пречник док је тежина примарног тумора измерена 36-ог дана 
Фигура 2. Повећана концентрација антиоксидативних молекула код мишева третираних 
стрептозотоцином. Антиоксиданси, каталаза (а), супероксид дизмутаза (б) и глутатион (в) су мерени у 
еритроцитима крви мишева третираних стрептозотоцином односно цитратним пуфером. Постоји 
статистички значајна разлика у концентрацији каталазе између мишева који су третирани 
стрептозотицином и мишева који су примили цитратни пуфер. Не постоји статистички значајна разлика 
у концентрацији супероксид дизмутазе и глутатиона између група. Приказане су аритметичке средине ± 
SEM из два посебна експеримента (7 мишева по групи). Статистичка значајност одређивана је Mann-
Whitney Rank Sum тестом. 




експеримента, односно након жртвовања животиња. 
Мишеви третирани стрептозотоцином су раније развили палпабилни тумор у поређењу 
са контролном групом мишева третираном цитратним пуфером (р=0.037; Фигура 3а). 
Током периода од 28 дана, код дијабетичних мишева забележен је бржи раст тумора. 
Значајна разлика у пречнику палпабилног тумора утврђена је 16. дана од инокулације 
(р=0.020; Фигура  3в). Такође, средња вредност масе примарног тумора, након 
екстирпације, је била значајно већа у групи мишева третираних стрептозотоцином у 
поређењу са групом мишева третираних цитратним пуфером (р=0.038; Фигура  3б). 
Тридесетшестог дана експеримента сви мишеви из експерименталне и контролне групе 




4.3. Смањена цитотоксичност NK ћелија изолованих из слезине мишева 
третираних STZ-ом 
 Након налаза убразане појаве и раста примарног тумора код мишева који су 
примили STZ, у даљем току истраживања испитана је цитотоксичност спленоцита, 
CD8
+




















































































































Фигура 3. Убрзан раст 4Т1 тумора дојке код мишева третираних стрептозотоцином. BALB/c 
мишевима убризгано је 5×10
4
 4Т1 туморских ћелија. Појава палпабилног тумора значајно је убрзана код 
мишева који су третирани STZ-ом (а). Маса примарних тумора знатно је већа код мишева који су 
примили STZ (б). Средња вредност пречника примарног тумора код мишева који су примили STZ је 
статистички значајно већа него код мишева који су третирани СВ,  двадесетог дана од инокулације 
тумора  (в). Резултати су приказани као аритметичке средине ± SEM из два посебна експеримента. 
Статистичка значајност одређивана је Student’s  Т тестом. 





Двадесетосмог дана након апликације STZ-а односно CB-а, мишеви су жртвовани и 
изоловане су слезине у циљу анализе цитотоксичности спленоцита према 4Т1 
туморској линији. На фигури 4 се види да су 4Т1 ћелије култивисане са спленоцитима 
изолованим из мишева који су третирани STZ-ом имале значајно већи ћелијски индекс, 
што указује на значајно мању цитотоксичност према 4Т1 ћелијској линији у поређењу 









У циљу прецизније потврде које су то ћелије одговорне за смањену цитотоксичност 
према 4Т1 туморској линији, у наредном експерименту смо испитали цитотоксичност 
CD8
+
 T лимфоцита. Мишевима су 28.дана након апликације STZ-а и  односно СВ-а, 
убризгане 4Т1 туморске ћелије. Петнаест дана након индукције тумора, животиње су 
жртвоване и потом су изоловани CD8
+
 T лимфоцити магнетном сепарацијом из слезина 
мишева третираних STZ-ом односно СВ-ом који су развили примарни тумор. 
Фигура 4. Интраперитонална апликација STZ смањује цитотоксичност спленоцита према 4Т1 
туморским ћелијама. Цитотоксичка активност спленоцита испитивана је праћењем ћелијског индекса 
4Т1 таргет ћелија на xCELLigence систему у трајању од 52 сата, однос таргет:ефектор = 1:20. Резултати 
су представљени кроз ћелијски индекс таргет ћелија у реалном времену. Цитотоксичност спленоцита 
изолованих из мишева који су примили STZ је значајно мања у поређењу са спленоцитима изолованих 
из мишева који су примили само СВ. Измерене вредности из експеримента су приказане као средња 


























4T1 ћелије+ спленоцити мишева 
који су примили STZ
4T1 ћелије+ спленоцити мишева 
који су примили СВ




Експеримент је показао да нема разлике у ћелијском индексу 4Т1 ћелија између група 
па самим тим ни у цитотоксичности CD8
+
 T лимфоцита у групи мишева који су 
третирани STZ-ом и 4T1 туморским ћелијама у односу на мишеве који су примили СВ 































Додати CD8+ T лимфоцити
(36. сат)
4T1 ћелије
4T1 ћелије+ CD8+ лимфоцити из 
мишева третираних STZ
4T1 ћелије+ CD8+ лимфоцити из 
мишева третираних СВ
Фигура 5. Интраперитонална апликација STZ не утиче на цитотоксичност CD8
+
 T лимфоцита 
према 4Т1 туморским ћелијама. CD8
+
 T лимфоцити су изоловани магнетном сепарацијом из слезина 
мишева третираних STZ-ом односно СВ-ом који су развили примарни тумор (проценат чистоће 91%). 
Цитотоксичка активност CD8
+
 T лимфоцита испитивана је праћењем ћелијског индекса 4Т1 таргет 
ћелија на  xCELLigence систему у трајању од 60 сати, однос таргет:ефектор = 1:5. Резултати су 
представљени кроз ћелијски индекс таргет ћелија у реалном времену. Цитотоксичност CD8
+
 T 
лимфоцита изолованих из мишева који су примили STZ+4Т1 се не разликује у односу на CD8
+
 T 
лимфоците изоловане из мишева који су примили СВ+4Т1. Измерене вредности из експеримента су 
приказане као средња вредност ± SEМ из два посебна експеримента. Статистичка значајност одређена је 
Student’s  Т тестом. 




 У даљем дефинисању ћелија одговорних за смањену цитотоксичност 
спленоцита у дијабетичних мишева, изоловали смо CD49b
+ 
NK ћелије позитивном 
селекцијом на магнетним колонама из мишева третираних STZ-ом односно CB-ом и 
испитали њихову цитотоксичност према 4Т1 ћелијској линији. Ћелијски индекс 4Т1 
туморских ћелија култивисаних са NK ћелијама излованим из слезине мишева 
третираних STZ су имале значајно већи ћелијски индекс, што указује на значајно мању 
цитотоксичност NK ћелија према 4Т1 ћелијама у односу на NK ћелије изловане из 












Фигура 6. Интраперитонална апликација STZ смањује цитотоксичност NK ћелија према 4Т1 
туморским ћелијама.  NK ћелије су изоловане магнетном сепарацијом из слезина мишева третираних 
STZ-ом односно СВ-ом (проценат чистоће 92%). Цитотоксичка активност NK ћелија испитивана је 
праћењем ћелијског индекса 4Т1 таргет ћелија на xCELLigence систему у трајању од 52 сата, однос 
таргет : ефектор = 1:5. Резултати су представљени кроз ћелијски индекс таргет ћелија у реалном 
времену. Цитотоксичност NK ћелија изолованих из мишева који су примили STZ је значајно мања у 
односу на NK ћелија изоловане из мишева који су примили СВ. Измерене вредности из експеримента су 
приказане као средња вредност ± SEМ из два посебна експеримента. Статистичка значајност одређена је 




























Магнетна сепарација CD49b+ ћелија
92%
4T1 ћелије
4T1 ћелије+ NK ћелије из мишева 
третираних STZ
4T1 ћелије+ NK ћелије из мишева 
третираних СВ




4.4. Деплеција NK ћелија убрзава појаву и раст примарног тумора и анулира 
убрзан раст тумора у дијабетичним мишевима 
 Да би се потврдио утицај NK ћелија у антитуморском имунском одговору на 
појаву и раст 4Т1 карцинома дојке, уклонили смо популацију NK ћелија из мишева уз 
даљу индукцију дијабетес мелитуса и инокулацију тумора дојке. Мишеви су нултог 
дана експеримента примили STZ односно CB. NK ћелије су деплетиране in vivo 
интраперитонеалном апликацијом анти-asialo GM1 антитела дан пре и 5 дана након 
апликације туморских 4Т1 ћелија. Мишевима је 28. дана експеримента убризгано 5x10
4
 
4T1 туморских ћелија и праћена је појава као и раст примарног тумора. Апликација  
анти-asialo GM1 антитела резултовала је значајном редукцијом NK ћелија у слезини, 
што је приказано на фигури 7а. Након уклањања NK ћелија in vivo, појава тумора је 
убрзана у обе експерименталне групе, а разлика у дијаметру  и маси примарних тумора 
између STZ односно СВ третираних мишева је нестала (Фигуре 7б, 7в, 7г). Добијени 
резултати указују на важну улогу NK ћелија у анти-туморском имунском одговору на 
4Т1 карцином дојке.  
 
 

































































































































Фигура 7. Деплеција NK ћелија анулира разлику у појави, пречнику и маси примарног тумора 
између дијабетичних и контролних мишева. Мишевима је индукован дијабетес а потом су 
инокулисани са 5x10
4
 4T1 туморских ћелија и праћена је појава и раст примарног тумора у мишевима са 
уклоњеним NK ћелијама. Репрезентативни цитометријски плотови показују проценат NK ћелија након in 
vivo давања анти-asialo GM1 mAb (а). Није детектована статистички значајна разлика у појави 
примарног тумора као ни у пречнику ни маси примарног тумора између дијабетичних и контролних 
мишева третираних анти-asialo GM1 mAb (б, в, г). Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 
7 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је Student’s  Т 
тестом. 





4.5. Дијабетес мелитус значајно смањује експресију NKG2D, перфорина, IFN-γ, IL-
17, a повећава експресију PD-1 молекула и IL-10 на спленичним NK ћелијама 
 У циљу дефинисања могућих разлога смањене цитотоксичке активности NK 
ћелија, следећи корак у истраживању био је да се испита функционални фенотип NK 
ћелија у слезини мишева 28.дана након апликације STZ-а. У једноћелијској суспензији 
спленоцита, анализирана је експресија NKG2D, PD-1 (енгл. Programmed cell death 
protein 1), перфорина, гранзима, IFN-γ, IL-17 и IL-10 у NK ћелијама. Резултати 
приказани на фигури 8а, јасно показују да дијабетично стање значајно смањује 




NK ћелијама у поређењу са 
NK ћелијама изолованим из слезина мишева третираних само СВ-ом (р=0.005; Фигура 







ћелија у слезини мишева (р=0.045; Фигура 8б). Интрацелуларно бојење је показало да 













NK ћелија (p=0.032) (Фигуре. 9а, 9б). Није 






NK ћелија (p>0.05) као ни у процентуалној заступљености IL-10-продукујућих 
NK ћелија између дефинисаних група. Међутим анализа средње вредности интензитета 
флуоресценције (енгл. Expression per cell) је показала значајно већу експресију PD-1 
молекула (p=0.017; Фигура 10а) и IL-10 (p=0.049; Фигура 10б) на NK ћелијама 
изолованим из слезина мишева са дијабетес мелитусом. Истовремено, није 
регистрована статистички значајна разлика у процентуалној заступљености гранзим-





NK ћелија (р>0.05; Фигура 11в) између дефинисаних група. 












































































у слезини мишева. Мишеви који су примили једну дозу STZ, имају смањен проценат NKG2D+ (а) и 
перфорин+ (б) NK ћелија у поређењу са мишевима који су примили само СВ. Приказане вредности су 
аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из три посебна експеримента. Статистичка значајност 





 NK ћелија за све експерименталне групе. 







































































NK ћелија у 
слезини мишева. Мишеви који су примили једну дозу STZ, имају смањен проценат IFN-γ
+
 NK ћелија (а) 
и IL-17
+
 NK ћелија (б) у поређењу са мишевима који су примили само СВ. Приказане вредности су 
аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из три посебна експеримента. Статистичка значајност 









 NK ћелија за све експерименталне групе. 











































































































































































Фигура 10. Дијабетес мелитус повећава експресију PD-1 молекула и IL-10 на NK ћелијама у 
слезини мишева. NK ћелије мишева са дијабетесом експримирају значајно више PD-1молекула (а) и IL-
10 (б) у поређењу са NK ћелијама изолованих из слезина мишева који су само примили СВ. Приказане 
вредности су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из три посебна експеримента. Статистичка 
значајност одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. Приказани су репрезентативни FACS-
хистограми  PD-1
+






 NK ћелија за све експерименталне групе. 






4.6. Дијабетес мелитус не утиче значајно на фенотип CD8+ T лимфоцита у моделу 
4Т1 тумора дојке 
 У циљу даљег испитивања утицаја дијабетес мелитуса на компоненте 
антитуморског имунског одговора, методом проточне цитометрије у слезини је 
анализиран фенотип CD8
+
 T лимфоцита. 
Интраперитонеална примена STZ није утицала на експресију CD69
 
(p>0.05; Фигура 
12а), NKG2D (p>0.05; Фигура 12б) IFN-γ
 
(p>0.05; Фигура 12в), FasL (p>0.05; Фигура 





лимфоцитима у слезини мишева, 15 дана након индукције тумора. Такође, није уочена 




 T лимфоцита који експримирају молекул CD107a 
(p>0.05; Фигура 14a) и PD-1 (p>0.05; Фигура 14б). Резултати приказани на фигури 14в 









 T лимфоцитима изолованим из 































































Фигура 11. Дијабетес мелитус не утиче значајно на проценат гранзим
+









NK ћелија у слезини мишева. Нема разлике у процентуалној 
заступљености гранзим
+












 NK ћелија (в) у слезинама мишева који су третирани STZ-oм у поређењу са NK ћелијама 
изолованих из слезина мишева који су само примили СВ. Приказане вредности су аритметичке средине 
± SЕМ 7 мишева по групи из три посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је Mann–
Whitney Rank Sum тестом. 


















































































































































T лимфоцита изолованих из слезина мишева који су примили  само СВ. Приказане вредности су 
аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност 
одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. 





лимфоцита у слезини мишева. Нема разлике у процентуалној заступљености  FasL
+














 T лимфоцита изолованих из слезина мишева који су само примили СВ. Приказане вредности 
су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност 
одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. 







4.7. Дијабетес мелитус повећава процентуалну заступљеност ТGF-β-продукујућих 
NKT ћелија 
 Обзиром да је познато да и NKТ ћелије играју важну улогу у анти-туморском  
имунском одговору, испитивали смо функционални фенотип NKТ ћелија. Резултати 
приказани на фигури 15а указују да дијабетично стање значајно повећава 




NKT ћелија (p=0.004; 
Фигура 15а). Дијабетес мелитус није утицао на експресију NKp46 (p>0.05; Фигура 
15б), KLRG-1
 





NKT ћелијама. Такође, није забележена значајна разлика (р>0.05) у 
продукцији IL-13, IL-5, IL-17, перфорина, IFN-γ у NKT ћелијама између дијабетичник 

















































































 T лимфоцита у слезини мишева. 
Нема разлике у процентуалној заступљености   CD107a
 +






T лимфоцита у 




 T лимфоцита изолованих из слезина 







 T лимфоцита (в) у слезини у односу на мишеве који су примили само СВ. Приказане 
вредности су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка 
значајност одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. 














































































































































































































 NKT ћелија (а) у слезини у односу на мишеве који су примили само СВ. Нема разлике у 
процентуалној заступљености    NKp46
 +
 (б),   KLRG-1
+






 NKT ћелија у 
слезинама мишева који су третирани STZ у поређењу са  мишевима који су само примили СВ. 
Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна експеримента. 
Статистичка значајност одређивана је Student T  тестом. 





4.8. Повећана концентрација IL-10 у серуму мишева са дијабетесом 
 Обзиром да су резултати показали да дијебетично стање супримира 
цитотоксичку функцију NK ћелија, у наставку истраживања испитивано је да ли и како 
дијабетес утичe на продукцију цитокина.. 
Mерењем цитокина у серуму 28 дана након интраперитонеалне примене STZ утврђено 
је статистички значајно повећање концентрације IL-10 (р=0.013; Фигура 17а) у серуму 
мишева који су примили STZ у поређењу са мишевима којима је дат само СВ. Као што 
се може видети на фигури 17, забележена статистички значајна разлика (р˃0.05) у 
концентрацији IFN-γ (р˃0.05; Фигура 17б), IL-1 (р˃0.05; Фигура 17в), IL-12 (р˃0.05; 
Фигура 17г), IL-17 (р˃0.05; Фигура 17д), TNF-α (р˃0.05; Фигура 17ђ), IL-13 (р˃0.05; 
Фигура 17е) између испитиваних група. 






























 NKT ћелија у слезинама мишева. Приказане 
вредности су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка 
значајност одређивана је Student T  тестом. 







4.9. Дијабетес мелитус појачава акумулацију имуносупресивних ћелија у слезини 
мишева са тумором дојке 
 Анализа серумских цитокина је показала значајно већу концентрацију IL-10 у 
серуму мишева који су примили STZ у односу на мишеве којима је дат само CB 
(Фигура 17). Повећана системска вредност имуносупресивног цитокина навела нас је 
да, проточном цитометријом, анализирамо фенотипске и функционалне 
карактеристике имуносупресивних ћелија имунског система у слезини мишева који су 







































































































г д ђ е
Фигура 17. Серумске вредности цитокина након примене STZ. Концентрација серумског IL-10 (а) 
статистички значајно виша код мишева који су третирани STZ-ом у поређењу са мишевима којима је дат 
СВ. Не постоји статистички значајна разлика у концентрацији серумског IFN-γ (б), IL-1 (в), IL-12 (г), IL-
17 (д), TNF-α (ђ), IL-13 (е) између експерименталних група. Серумска концентрација цитокина је мерена 
28.дана након интраперитонеалне апликације STZ-а, ELISA методом.  Приказане вредности су 
аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност 
одређивана је Student T  тестом. 




Прво смо анализирали функционални фенотип мијелоидних супресорских ћелија (енгл. 
Myeloid-derived suppressor cell, MDSC). На фигури 18а се јасно уочава статистички 






 MDSCs у слезини мишева који су примили 







MDSCs одржава се и након 
апликације туморских 4Т1 ћелија, али разлика више није статистички значајна (р>0.05; 







 MDSCs (p=0.03; Фигура 18б) у поређењу са 
контролном групом.  





 регулаторних T лимфоцита у слезини мишева након индукције 
тумора.
 







које продукују IL-10 (р=0.048; Фигура 19б). 
У даљем току истаживања је уочено да примена STZ-а не утиче значајно на 





дендритских ћелија које експримирају МНС молекуле II и молекул C69 
(p>0.05; Фигура 20а, 20б, 20в)
 







дендритских ћелија (p>0.05; Фигура 20г) у слезини мишева пре и 




















































































STZ  CB          STZ+4T1  4T1
а
б
Фигура 18. Дијабетес мелитус повећава акумулацију мијелоидних супресивних ћелија у слезини. 
Проценат CD11b+CD11c-Gr-1+ MDSCs (а) и TGF-β+CD11b+CD11c-Gr-1+ MDSCs (б) је значајно већи у 
слезинама мишева који су примили STZ у поређењу са контролном групом мишева која је примила СВ. 
Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из два посебна експеримента. 
Статистичка значајност одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. Приказани су репрезентативни 
FACS-плотови  Gr-1
+








MDSC за све експерименталне групе. 






































































STZ    CB       STZ+4T1  4T1
p=0.048
а б
Фигура 19. Дијабетес мелитус повећава акумулацију регулаторних Т лимфоцита у слезини 
мишева након индукције тумора. Апликација стрептозотоцина је значајно повећала процентуалну 
заступљеност  CD4+Foxp3+ регулаторних T лимфоцита (а) и  IL-10+CD4+Foxp3+ (б) регулаторних T 
лимфоцита
 
у слезини мишева након индукције тумора. Приказане вредности су аритметичке средине ± 
SЕМ 6 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је Mann–











регулаторних T лимфоцита за све експерименталне групе. 




















































































STZ   CB       STZ+4T1  4T1
STZ   CB     STZ+4T1   4T1





Фигура 20. Дијабетес мелитус не утиче на проценат и фенотип дендритских ћелија у слезини 

























дендритских ћелија (г) у слезини мишева пре и након индукције тумора. Приказане 
вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка 
значајност одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. 




4.10. Смањена експресија NKG2D  а повећана PD-1 на NK ћелијама у примарном 
тумору мишева са дијабетесом 
 Након што је анализом функционалног фенотипа показано да примена STZ 
супримира проинфламацијски и антитуморски фенотип NK ћелија у слезини, следећи 
корак је била анализа фенотипа NK ћелија изолованих из примарног тумора мишева 
третираних STZ-ом. 





 NK ћелија у туморској микросредини 





NK ћелија које експримирају активациони рецептор NKG2D (р=0.008; 







































Фигура 21. Дијабетес мелитус не утиче на акумулацију NK у туморску микросредину. Апликација 




NK ћелија у туморској 
микросредини мишева. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два 
посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. 




NK ћелија за све експерименталне групе. 




































































ћелијама у примарном тумору 















ћелија (б) у примарном 
тумору мишева. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна 
експеримента. Статистичка значајност одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. Приказани су 




NK ћелија  за све експерименталне групе. 




4.11. Дијабетес мелитус фаворизује акумулацију мијелоидних супресивних 
ћелија у туморску микросредину 
 У туморској микросредини смо методом проточне цитометрије анализирали 
функционални фенотип доминантних популација имуносупресивних ћелија. Анализа 














 MDSCs (р=0.039; Фигура 23б) у примарном тумору мишева 
третираних STZ-ом у поређењу са мишевима третираних СВ-ом. 




 дендритских ћелија 




































































Фигура 23. Дијабетес мелитус повећава акумулацију мијелоидних супресивних ћелија у 







 MDSCs (б) је значајно већи у примарном тумору мишева који су примили STZ у 
поређењу са контролном групом мишева која је примила СВ. Приказане вредности су аритметичке 
средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је 









 MDSCs за све експерименталне групе. 







4.12. Дијабетични серум мења функционални фенотип NK ћелија, in vitro  
 Обзиром да је показан измењен фенотип NK ћелија у слезини и примарном 
тумору мишева са дијабетесом, у следећем кораку је испитан ефекат солубилних 
фактора који настају током прогресије дијабетес мелитуса као и ефекат глукозе на 
функционални фенотип NK ћелија. Спленоцити изоловани из здравог миша су 
култивисани 24 часа у медијуму који садржи серум изолован из дијабетичног миша, 
серум коме је додата глукоза или серум изолован из контролног миша. Унутар 




 NK ћелије. Додатак глукозе у серум контролних животиња повећао је 













NK ћелија, уочено је значајно нижа експресија ових молекула 
















































Фигура 24. Дијабетес мелитус не утиче на акумулацију дендритских ћелија у примарном тумору 










дендритских ћелија (б) у туморској микросредини. 
Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два посебна експеримента. 
Статистичка значајност одређивана је Mann–Whitney Rank Sum тестом. 




у дијабетичном серуму додатно је повећала експресију KLRG-1 (p=0.032; p=0.016, 




NK ћелијама, а 
смањио је експресију NKp46 (p=0.038; p=0.014, Фигура 25а) и продукцију перфорина 




NK ћелији у односу на ћелије 
култивисане у гликемичном серуму односно у контролном серуму. Дијабетични серум 





(p=0.029; p=0.029; Фигура 27а), смањио је продукцију IL-17 (p=0.048; p=0.032; Фигура 
27б)  као и гранзима (p=0.004; p=0.003; Фигура 28а) и експресију CD107a (p=0.016; 




NK ћелијама у поређењу са NK ћелијама 
третираним серумом са додатком глукозе односно контролним серумом.  
Познато је да висока концентрација глукозе може индуковати стрес ендоплазаматског 
ретикулума онемогућавајући тиме нормално функционисање ћелије. У таквом стању, 
ћелија повећава синтезу молекула шаперона који у енплазматском ретикулуму везују 
неформиране протеине како би покушали да овај стрес у ћелији елиминипу. RT-PCR 
методом смо анализирали експресију гена који кодирају молекуле шаперона DAP10, 
EDEM, ATF4, CHOP, BiP, GRP94 у хомогенату слезина мишева третираних STZ-ом 
односно CB-ом. Не постоји статистички значајна разлика у експресији шаперона 
DAP10, EDEM, ATF4, CHOP, BiP, GRP94 (р>0.05, Фигуре 29а, 29б, 29в, 29г, 29д, 29ђ) у 
спленоцотима мишева третираних STZ-ом у односу на контролну групу мишева чиме 
смо потврдили претходне резултате да висока концентрација глукозе у крви не игра 
кључну улогу у супресији NK ћелија. 
 
































































контрола Дијабетес +глукоза Контрола
Фигура 25. Серум дијабетичних мишева мења фенотип NK ћелија у in vitro условима. Спленоцити 
изоловани из здравог миша култивани су у медијуму који садржи дијабетични серум, серум коме је 
додата глукоза и контролни серум. Дијабетични серум је значајно повећао процентуалну заступљеност  
KLRG-1
+






NK ћелија у односу на серум коме је додата глукоза и контролни 
серум. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из три посебна 









NK ћелија за све експерименталне групе. 










































































































































































Фигура 26.  Серум дијабетичних мишева мења фенотип NK ћелија у in vitro условима. Дијабетични 




NK ћелијама у односу на серум коме је додата глукоза и контролни серум. Приказане вредности 
су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из три посебна експеримента. Статистичка значајност 









NK ћелија за све експерименталне групе. 













































































































Фигура 27.  Серум дијабетичних мишева  мења фенотип NK ћелија у in vitro условима. Дијабетични 












NK ћелијама у односу на серум са глукозом и контролни серум. Приказане вредности су 
аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из три посебна експеримента. Статистичка значајност 
одређивана је Student T тестом. Приказани су репрезентативни FACS-хистограми  IFN-γ
 +






NK ћелија за све експерименталне групе. 












































































































































































Фигура 28.  Серум дијабетичних мишева мења фенотип NK ћелија у in vitro условима. Дијабетични 
серум је значајно смањио продукцију гранзима
 




NK ћелијама у односу на 
серум са глукозом и контролни серум. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по 
групи из три посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је  Mann–Whitney Rank Sum 
тестом. Приказани су репрезентативни FACS-хистограми   гранзим
 +







за све експерименталне групе. 

















































































Фигура 29. RT-PCR анализа експресије молекула шаперона у хомогенатима слезине након 
апликације STZ-a.  RT-PCR анализа није показала статистички значајну разлику у експресије гена за 
DAP10 (а), EDEM (б), ATF4 (в), CHOP (г), BiP (д), GRP94 (ђ) у хомгенатима слезина мишева третираних 
STZ-ом односно СВ-ом. Измерене вредности из експеримента су приказане као средња вредност ± SE 
(*р<0.05). 




4.13. Серум дијабетичних мишева стимулише апоптозу спленоцита, in vitro 
 У наредном кораку желели смо да испитамо да ли дијабетични серум утиче на 
апоптозу спленоцита. Након двадесетчетворочасовне култивације спленоцита 
изолованих из здравог миша у медијуму који садржи серум изолован из дијабетичног 
миша, серум коме је додата глукоза или серум изолован из контролног миша, 
анализирали смо експресију маркера апоптотоских ћелија, анексин и пропидијум 
јодид. На фигури 30а и 30б се јасно уочава да је дијабетични серум у in vitro условима 









 спленоцита (р=0.003; 
р=0.001; Фигура 30б) у односу на спленоците култиване у серуму коме је додата 
глукоза односно на спленоците култиване у серуму изолованом из здравог миша. 




NK ћелија је показала да 






NK ћелија (р=0.029; 
















































































 У циљу неутралисања ефекта појачаног оксидативног стреса, изведени су 
додатни in vitro експерименти. Спленоцити изоловани из здравог миша култивисани су 
у медијуму који садржи серум дијабетичног миша односно у медијуму који поред 
серума дијабетичног миша садржи и додату пег-каталазу. Додатак пег-каталазе је 






NK ћелија (p=0.05; Фигура 
31а) у поређењу са NK ћелијама култивисаним у дијабетичном серуму. Међутим, није 
уочена разлика у експресији PD-1 (р>0.05; Фигура 31б), CD107а (р>0.05; Фигура 31в) и 
продукцији перфорина (р>0.05; Фигура 31г) на NK ћелијама између поменутих група. 
Анализа експресије молекула који детерминишу ћелију у апоптози је показала да 










(р>0.05; Фигура 32б) у односу на спленоците култиване у серуму изолованом из 






NK ћелија (р>0.05; Фигура 32в). 
  
Фигура 30. Дијабетични серум повећава експресију маркера апоптозе in vitro условима. 









 спленоцита (б) у односу на спленоците култиване у серуму 







NK ћелија (в) у односу на остале две експерименталне групе. 
Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из три посебна експеримента. 
Статистичка значајност одређивана је  Mann–Whitney Rank Sum тестом. 



























































































NK ћелијама. Додатак пег-






NK ћелија (а) у односу на  NK ћелије 










NK ћелија. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 7 мишева по групи из два 
посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је  Mann–Whitney Rank Sum тестом. 










































































Фигура 32. Пег-каталаза не утиче на експресију апоптотских молекула. Додатак пег-каталазе 









 спленоцита (б) у односу на спленоците култиване у дијабетичном 






NK ћелија (в) у односу на контролну 
групу. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из три посебна 
експеримента. Статистичка значајност одређивана је  Mann–Whitney Rank Sum тестом. 




4.14. MDSCs и DCs супримирају NK ћелије активношћу ензима IDO 
 У циљу анализе који је то солубилни фактор заслужан за измену фенотипа NK 
ћелија, у даљем току истраживања смо анализирали продукцију индуцибилне азот 
моноксид синатазе (енгл. Inducible nitric oxide synthase, iNOS) и индоламин 2,3 
диоксигеназе (енгл. Indoleamine 2,3-dioxygenase, IDO) различитих популација ћелија 
изолованих из слезине мишева који су третирани STZ-ом односно СВ-ом. 
Интраћелијско бојење мијелоидних супресорских ћелија MDSCs је показало значајно 
већи проценат iNOS
+
 (p=0.029; Фигура 33а) и IDO
+







MDSCs у слезини мишева који су третирани STZ у односну на 
мишеве који су примили само СВ. Примена STZ је такође значајно повећала 
процентуалну заступљеност iNOS
+
 (p=0.005; Фигура 34а) и IDO
+





 DCs у односну на контролну групу. 
Како би се испитао ефекат ензима iNOS на фенотип NK ћелија, спленоцити изоловани 
из здравог миша су култивисани у медијуму који садржи серум изолован из 
дијабетичног миша, уз присуство или одсуство L-N
G
-монометил аргинин цитрат (L-
NMMA), селективног блокатора ензима iNOS, као и у серуму изолованом из здравих 














bNK ћелија (p=0.048; Фигура 35в) у поређењу са популацијом 
ћелија култивисаном у дијабетичном серуму без додатка L-NMMA. Блокада ензима 
iNOS није утицала на процентуалну заступљеност CD69
+
 (p=0.004; Фигура 36а) PD-1
+ 




NK ћелији као ни на процентуални удео перфорин 




 NK ћелија у поређењу са популацијом ћелија култивисаном у дијабетичном 
серуму без додатка L-NMMA. У наредним in vitro експериментима, спленоцити 
изоловани из здравог миша су култивисани у медијуму који садржи серум изолован из 
дијабетичног миша, уз присуство или одсуство 1-метил триптофана (1-МТ), 
селективног блокатора IDO, и у серуму изолованом из здравих мишева. Додатак 1-МТ 
је значајно елиминисао супресивни ефекат дијабетичног серума: повећао је експресију 
NKG2D (p=0.016; Фигура 37а), NKp46
 
(p=0.038; Фигура 37б) и CD69 (p=0.004; Фигура 




 NK ћелија у поређењу са популацијом ћелија култивисаном у дијабетичном 
серуму без додатка 1-МТ. Додатак 1-МТ значајно је смањио процентуални удео IL-10 













NK ћелији (p=0.015; Фигура 38в) у поређењу са NK ћелијама 
које су култивисане само у дијабетичном серуму. Узевши све у обзир, додатак 1-МТ 
модулише експресију маркера NK ћелија мењајући им функционални фенотип налик 
оном након култивације у контролном серуму здравих мишева. 
 
Фигура 33. Дијабетес мелитус повећава експресију iNOS
 
и IDO у MDSCs. Мишеви који су примили 
STZ имају у слезини значајно већи проценат iNOS
+






Gr+MDSCs у односу на 
мишеве третиране СВ. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из два 
посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је  Student T тестом.  Приказани су 





























































































































Фигура 34. Дијабетес мелитус повећава експресију iNOS
 
и IDO у дендритским ћелијама. Мишеви 
који су примили STZ имају у слезини значајно већи проценат iNOS
+






 DCs у 
односу на мишеве третиране СВ. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по 
групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је  Student T тестом.  Приказани 








 DCs за све експерименталне групе. 





































































Фигура 35: L-NMMA повећава експресију NKp46 и NKG2D а супримира продукцију IL-10. Додатак 
L-NMMA је значајно повећао експресију NKp46
 




 NK ћелијама у поређењу са популацијом ћелија култивисаних у дијабетичном серуму без 
додатка L-NMMA. Приказане вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из два 
посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је  Student T тестом. 































































































Фигура 36:  L-NMMA не утиче на експресију CD69 и PD-1 као ни на продукцију перфорина и 
гранзима. Додатак L-NMMA није утицао на експресију CD69 (а) и PD-1 (б) нити на продукцију 




 NK ћелијама у поређењу са популацијом ћелија 
култивисаних у дијабетичном серуму без додатка L-NMMA. Приказане вредности су аритметичке 
средине ± SЕМ 6 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност одређивана је  
Student T тестом. 

































































































Фигура 37: 1-МТ неутралише супресивни ефекат дијабетичног серума. Додатак 1-МТ је значајно 
повећао експресију NKG2D (а), NKp46
 




 NK ћелијама у 
поређењу са популацијом ћелија култивисаних у дијабетичном серуму без додатка 1-МТ. Приказане 
вредности су аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка 
значајност одређивана је  Student T тестом. 































































































Фигура 38: 1-МТ неутралише супресивни ефекат дијабетичног серума. Додатак 1-МТ је значајно 




 (а) NK ћелија у поређењу са ћелија култивисаним 









NK ћелији (в) у 
поређењу са NK ћелијама које су култивисане само у дијабетичном серуму. Приказане вредности су 
аритметичке средине ± SЕМ 6 мишева по групи из два посебна експеримента. Статистичка значајност 
одређивана је Mann–Whitney Rank Sum  тестом. 






 У овој студији испитиван је утицај дијабетес мелитуса на раст и развој тумора 
дојке и на модулацију антитуморског имунског одговора у експерименталном мишјем 
моделу карцинома дојке.  
По први пут, показали смо да се код мишева третираних стрептозотоцином раније 
појављује палпабилан примарни тумор. Дијабетес убрзава и раст тумора, средња 
вредност пречника и масе примарног тумора је била значајно већа у групи мишева 
третираних стрептозотоцином у поређењу са групом мишева третираних цитратним 
пуфером. 
 У мишева третираних стрептозоцином, детектована је значајно мања 
цитотоксичност спленоцита и NK ћелија према туморским ћелијама. Након уклањања 
NK ћелија in vivo, нестала је разлика у брзини раста и величини тумора између мишева 
третираних STZ-ом, односно СВ-ом, указујући да је модулација функције NK ћелија 
веома значајна за разлику у динамици раста и величини тумора у дијабетичних 
мишева. 
У даљем истраживању, показано је да дијабетес мелитус значајно смањује експресију 
NKG2D, перфорина, IFN-γ, IL-17, a повећава експресију PD-1 молекула и IL-10 на 
спленичним NK ћелијама. Такође је потврђено да дијабетес мелитус повећава 
системску концентрацију IL-10 и поспешује акумулацију имуносупресивних ћелија у 
слезину мишева са тумором дојке. Анализа туморске микросредине одражава ефекат 
забележен у периферним лимфним органима: дијабетес смањује акумулацију NKG2D
+
 
NK ћелија а повећава проценат PD-1
+
 NK ћелија и фаворизује акумулацију 
мијелоидних супресорских ћелија у примарном тумору.  
У наставку студије, серијом in vitro експеримената, показано је да дијабетични серум 
мења фенотип NK ћелија смањујући експресију активационих и повећавајући 
експресију инхибиционих рецептора. Пег-каталаза, која анулира ефекте оксидативног 
стреса није значајно изменила функционални фенотип NK ћелија, указујући на други 
механизам одговран за измењен фенотип NK ћелија у дијабетичним условима. 
Како је детектована већа експресија индуцибилне азот моноксид синатазе (iNOS) и 
индоламин 2,3 диоксигеназе (IDO) у слезинским MDSCs и DCs, у наредним in vitro 
експериментима, спленоцити су култивисани у присуству 1-метил триптофана (1-МТ), 
селективног блокатора IDO, као и у присуству селективног блокатора iNOS. Блокада 




iNOS-а мења фенотип NK ћелија: повећава експресију активационих и туморицидних а 
смањује експресију инхибиционих и имуносупресивних молекула, док блокада IDO-а у 
потпуности неутралише супресивни ефекат дијабетичног серума и враћа фенотип NK 
ћелија на ниво здравог миша. 
 
5.1. Дијабетес мелитус убрзава појаву и раст примарног тумора дојке 
 Претходнe клиничке и анималне студије су јасно указале на повезаност 
дијабетес мелитуса тип 1 и тип 2 и повећаног ризика од развоја карцинома, док су се 
друге студије бавиле испитивањем механизама укључених у ове процесе (366-372). 
Према Варбурговој хипотези, ћелије тумора користе далеко више глукозе за енергију и 
преживљавање него регуларне ћелије, имплицирајући да хипергликемија може 
олакшати раст тумора (209,210,373). Недавна студија показала је да појачан 
оксидативни стрес, који настаје као последица дијабетес мелитуса, поспешује 
експресују адхезивних молекула на ендотелним ћелијама крвних судова и тиме 
олакшава метастазирање ћелија меланома у плућа и јетру мишева (366). Предложени 
механизми објашњавају могућу везу између дијабетеса и убрзане генезе и прогресије 
тумора. Међутим, улога дијабетеса у расту примарног тумора и имунском одговору на 
тумор није испитана. 
 У овој студији мишевима је индукован дијабетес једном сублеталном дозом 
стрептозотоцина. Ти мишеви су имали значајно повећање вредности гликемије, а након 
4 недеље и значајно мању телесну масу у поређењу са контролном групом мишева која 
је примила само цитратни пуфер (Фигура 1). Са циљем да се прати ефекат дијабетеса 
на биологију тумора дојке, 4Т1 ћелије карцинома дојке убризгане су у млечну жлезду 
мишева 28.дана након апликације стрептозотоцина односно цитратног пуфера. 
Дијабетични мишеви су раније развили палпабилни примарни тумор и забележен је 
тренд знатно бржег туморског раста и значајно већи пречник палпабилног тумора у 
поређењу са контролном групом мишева (Фигурe 3а, 3в). Такође, средња вредност 
масе примарног тумора, након екстирпације, је била значајно већа у групи мишева 
третираних стрептозотоцином у поређењу са групом мишева третираних цитратним 
пуфером (Фигура 3б). Добијени резултати недвосмислено показују да дијабетес, 
изазван једном сублеталном дозом стрептозотоцина, убрзава појаву и раст тумора 
дојке. 
 




5.2. Дијабетес смањује антитуморску цитотоксичност NK ћелија 
 Из ранијих студија је познато да у супресији раста тумора, поред унутрашњих 
ћелијских фактора као што су тумор супресор гени, значајну улогу игра антитуморски 
имунски одговор (374). NK ћелије, као представници урођене имуности, препознају 
измењене MHC молекуле I класе на туморским ћелијама или пак региструју недостатак 
MHC молекула I класе и убијају их. CD8
+
 T лимфоцити детектују аберантне антигене 
настале услед мутација, претеране или ектопичне екcпресије гена (374,375). Такође је 
познато да супримиран имунски одговор и предоминација имуносупресивних ћелија 
убрзава настанак и раст раст тумора. Скорашња студија је показала да трансфер 
мијелоидних супресивних ћелија узрокује развој хроничне инфламације и супресију 
CD8
+
 T лимфоцита што за последицу има убрзан настанак, раст и прогресију 
карцинома у дебелом цреву (376,377). 
Наша студија показује да дијабетес убрзава прогресију тумора дојке. Како у контроли 
раста и прогресије тумора кључну улогу игра антитуморса имуност, ми смо се у 
наставку истраживања фокусирали на испитивање утицаја дијабетеса на компоненте 
антитуморског имунског одговора. Претходне студије нису испитивале утицај 
дијабетеса на антитуморску имуност. Прво смо анализирали цитотоксичност укупних 
спленоцита према туморским ћелијама. Показали смо да су спленоцити изоловани из 
дијабетичних мишева који су развили тумор имали значајно мању цитотоксичку 
активност у поређењу са онима изолованим из контролних мишева са развијеним 
тумором (Фигура 4). Закључујемо да дијабетес смањује цитотоксичност спленоцита.  У 
наредном кораку испитивали смо цитотоксичку активност изолованих NK ћелија и 
CD8
+
 T лимфоцита, како бисмо испитали која је ћелијска популација „одговорна“ за 
смањену цитотоксичност.  
 Зна се да хипергликемија, гојазност, резистенција на инсулин и инфламација 
могу на различите начине утицати на ефекторске ћелије укључене у антитуморску 
имуност (145,378,379). Недавно, Чен и сарадници су показали да је цитотоксички 
капацитет CD8
+
 цитотоксичких Т лимфоцита смањен код мишева третираних STZ-ом 
који су развили меланом (367). Такође је показано да у дијабетичним условима CD8
+
 T 
лимфоцити продукују значајно мање перфорина и TNF-α (367). Међутим, у нашем 
истраживању није уочена значајна разлика у цитотоксичкој активности CD8
+
 Т 
лимфоцита према 4Т1 туморским ћелијама, in vitro (Фигура 5). Док су у овом 
животињском моделу показали да CD8
+
 Т лимфоцити играју важну антитуморску 




улогу, у нашим ранијим студијама активирани CD8
+
 Т лимфоцити нису играли 
запажену улогу (380,381). У складу са нашим резултатима је и чињеница да је 4Т1 
слабо имуногена мишја ћелијска линија тумора дојке као и претходни налази који 
указују да је урођени имунски одговор важан у антитуморском одговору у овом 
туморском моделу (380,381). Показано је да је цитотоксичност NK ћелија важна у 
имунском надзору и имунском одговору на тумор, а такође смо потврдили измењен 
цитотоксички капацитет и фенотип NK ћелија код дијабетичних мишева пре индукције 
тумора (380,382,383). У нашој студији, NK ћелије изловане из слезине мишева 
третираних STZ-ом су показале значајно мању цитотоксичност према 4Т1 ћелијама у 
односу на NK ћелије изловане из слезине мишева третираних СВ-ом (Фигура 6). 
Да би потврдили повезаност смањене цитотоксичности NK ћелија и смањене 
антитуморске имуности дијабетичних мишева in vivo, уклонили смо NK ћелије уз, 
инокулацију тумора у дијабетичним и контролним мишевима. Уклањањем NK ћелија 
in vivo, раст тумора је убрзан у обе експерименталне групе, а разлика у расту тумора 
између група мишева је анулирана, што је у складу са резултатима претходног in vitro 
експеримента (Фигура 7а-г). Ови налази указују на кључну улогу супримиране 
активности NK ћелија у убрзаној појави и расту тумора код дијабетичних мишева. 
Многа истраживања указују на важност цитотоксичке активности NK ћелија у 
контроли раста тумора дојке и метастазирања (384-388). Цитотоксичност NK ћелија 
била је знатно мања код особа са високом породичном туморском инциденцом 
(предиспозиција за развој тумора) у односу на особе са ниском инциденцом (389). 
Такође, резултати истраживања корелације ремисије леукемија код деце са 
цитотоксичном активношћу NK ћелија показују јаку везу појаве болести и смањене 
цитотоксичности NK ћелија (390).  
 
5.3. Дијабетес модулише функционални фенотип NK ћелија, in vivo 
 До сада приказани резултати указују да дијабетес није значајно утицао на 
цитотоксичност CD8
+
 Т лимфоцита. Смањена цитотоксичност NK ћелија и анулирање 
динамике раста тумора након деплеције истих разлог су да се фокусирамо на утицај 
дијабетеса на фенотип NK ћелија. 
 Родацки и сар. показали су да NK ћелије код пацијената са дуготрајним 
дијабетесом типа 1 имају знатно мању експресију p30/p46 NK рецептора у односу на 
оболеле са контролисаним дијабетесом (176). Интересантно је да и NOD мишеви и 




пацијенти са дијабетесом такође имају благо смањење експресије NKG2D 
активационог рецептора на NK ћелијама (391,392). У наставку истраживања смо 
испитали функционални фенотип NK ћелија изолованих из слезина мишева 28.дана 
након апликације стрептозотоцина. Познато је да је стрептозотоцин токсични глукозни 
аналог који се везује за глукозне транспортере на ћелијама панкреаса, првенствено, 
узрокујући његово оштећење, због чега се и користи за развијање анималног модела 
дијабетеса (56). Међутим, његово дејство је неселективно, стога се везује за све ћелије 
које на свој мембрани имају глукозне транспортере попут хепатоцита, скелетних 
мишићних ћелија, ћелија бубрега (56). Скорашња студија је анализирала ефекат овог 
дијабетогеног агенса и на ћелије имунског система. Показано је да узрокује 
лимфопенију како у крви тако и у слезини. Стрептозотоцин је повећао проценат 
регулаторних Т лимфоцита у крви и слезини мишева (укупан број регулаторних Т 
лимфоцита се није разликовао од контролне групе мишева) као и концентрацију TGF-β 
мерену 3. и 7. дана након апликације стрептозотицина, док је директан токсични 
ефекат остварио на CD8
+
 T и В лимфоците искључиво у in vitro условима (393). Како је 
експериментима трансплантације панкреасних острваца показано да стрептозотицин 
изазива супресију до 20 дана након апликације, ми смо животиње жртвовали најраније 
28.дана након апликације (393), како бисмо избегли његов имуносупресивни ефекат.  
Анализирали смо експресију површинских молекула NKG2D и PD-1 као и 
интрацелуларну експресију перфорина, IFN-γ и IL-17 и IL- 10.  
 Активациони рецептор NKG2D је молекул експримиран на NK ћелијама, NK-T 
ћелијама, γδ T и CD8
+
 T лимфоцитима као и на одређеним субпопулацијама CD4
+
 T 
лимфоцита (394,395). NKG2D рецептор препознаје протеине који по својој структури 
наликују MHC молекулима I класе (енгл. MHC class I-like proteins) (396). Код људи, 
NKG2D рецептор најчешће препознаје MIC протеине које кодирају MICА и MICВ гени 
(енгл. MHC class-I polypeptide-related chain) (394). Хумани NKG2D рецептор 
препознаје и везује јоше једну фамилију гликопротеина који су кодирани RAET1 
(познати и као ULBP) генима. Код мишева NKG2D рецептор се везује за следеће 
лиганде: Rae1α, Rae1β, Rae1γ, Rae1δ и Rae1ε (енгл. Retinoic Аcid Еarly Тranscript 1), 
MULT1, H60a, H60b и H60c (397-401). Експресија лиганада за NKG2D рецептор је 
регулисана транскрипционим, транслационим и посттранслационим механизмима 
(402). NKG2DL нису експримирани на здравим ћелијама и ткивима (изузев мишјег 
RAET1 који је конститутивно експримиран на ћелијама током развоја ембриона) (403). 




Међутим, било која ћелија у стресу, инфицирана, измењена или оштећена ћелија може 
на својој мембрани експримирати један или више различитих NKG2DL (404,405). 
Аберантна експресија NKG2DL детектована је на ћелијама на местима инфламације у 
различитим аутоимунским болестима, попут реуматоидног артритиса, дијабетес 
мелитуса, целиакије, Кронове болести, атеросклерозе, алопеције и астме (406). 
Многе туморске ћелије различитог порекла експримирају на својој мембрани 
различите NKG2DL (407). Фактори који доприносе експресији гена NKG2DL 
регулисани су како унутрашњим факторима туморске ћелије тако и факторима 
окружења. Ово чини туморске ћелије осетљивим на елиминацију, NKG2D 
посредованом активацијом NK ћелија. Везивање лиганда за NKG2D покреће 
активациони сигнал у NK ћелијама који резултира дегранулацијом, ослобађањем 
перфорина и гранзима и секрецијом цитокина (408).  
 Перфорин је гликопротеин неопходан за формирање пора на ћелијској 
мембрани циљне ћелије (409). Главни извори перфорина су  NK ћелије и CD8
+
 T 
лимфоцити, иако у одређеним ситуацијама и одређене субпопулације CD4
+
 T 
лимфоцита могу да продукују ове цитолотичке грануле уколико је цитототоксичност 
NK ћелија и CD8
+
 T лимфоцита неефикасна (410,411). По ослобађању, молекули 
перфорина полимеризују, инкорпорирају свој хидрофобни регион у липидну мембрану 
циљне ћелије и формирају цилиндричне отворе пречника 5-20nm који обезбеђују 
неометан пролаз воде, јона, молекула мале молекулске тежине и ензима (409,412). 
Наши налази показују да дијабетес смањује експресију активационог рецептора 
NKG2D као и продукцију перфорина у NK ћелијама изолованим из слезина мишева 
(Фигура 8). Овакав налаз смањене експресије активационог рецептора и смањене 
продукције цитолитичких молекула је у складу са налазом смањене цитотоксичке 
активности NK ћелија према 4Т1 туморским ћелијама, in vitro. 
 Интрацелуларно бојење је показало смањену продукцију проинфламацијских 
цитокина IFN-γ и IL-17 у NK ћелијама изолованим из дијабетичног миша (Фигура 9). 
IFN-γ је цитокин кључан за индуковање и модулацију имунског одговора (413). Извор 




 лимфоцита, NKТ и NK ћелија (414,415). 
IFN-γ игра значајну улогу у антитуморском имунском одговору јер индукује 
активацију макрофага и CD8
+
 T лимфоцита у туморском ткиву (416). IFN-γ повећава 
експресију MHC молекула I класе на туморским ћелијама, што доприноси повећаној 
имуногености туморских ћелија (417). На овај начин се CD8
+
 T лимфоцити активирани 




дејством IFN-γ регрутују у туморској микросредини, препознају антигене презентоване 
у склопу МНС молекула I класе на туморским ћелија и елиминишу их. Познато је и да 
рекомбинантни IFN-γ остварује антипролиферативни, антиангиогени и проапоптотски 
ефекат у туморској микросредини (418-424). 
 IL-17 је проинфламацијски цитокин који доминантно продукују CD4
+
 Th17 
лимфоцити (425). У мањој мери извор IL-17 могу бити и ћелије које припадају 
урођеној имуности попут γδ T лимфоцита и Тh 17 лимфоидних ћелија (426-428). Пред 
значајне протективне улоге у борби против екстрацелуларних микроорганизама и 
гљивица, данас се IL-17  повезује са настанком бројних аутоимунских болести као што 
су инфламаторне болести црева, мултипла склероза, псоријаза, реуматоидни артритис 
(429). Улога IL-17 у антитуморском имунском одговору и даље је неразјашњена. 
Одређене студије су показале да IL-17 делује проангиогенетски на ендотелне ћелије и 
фибробласте, да концентрација овог цитокина корелира са микроваскуларном 
густином у туморима и да поспешује продукцију васкуларног ендотелног фактора 
раста (430,431). Међутим, спекулише се да овако настала ангиогенеза доприноси 
антитуморском имунском одговору јер омогућава допремање ћелија имунског система 
до унутрашње масе солидног тумора (425). Такође, бројне студије тврде да су CD4
+ 
Th17 лимфоцити много ефикаснији у елиминацији туморских ћелија од CD4
+
 Th1 
лимфоцита и да су важни за ефикасну активацију цитотоксичких Т лимфоцита (425). 
CD4
+
 Th17 поспешује сазревање дендритских ћелија што узрокује и повећану 
експресију МНС молекула II класе и костимулаторних молекула, а самим тим и 
презентацију туморских антигена Т лимфоцитима (432). 
У нашој студији, дијабетес је повећао проценат PD-1
+ 
NK ћелија и IL-10 продукујућих 
NK ћелија (Фигура 10). PD-1 молекул везујући се за рецептор на Т и В лимфоцитима 
инхибира пролиферацију ових ћелија и тиме супримира имунски одговора (433). IL-10 
је имунорегулатони цитокин који продукују бројне имуносупресивне ћелије. IL-10 
остварује имуносупресивни ефекат блокадом макрофага и Т лимфоцита. Бројне студије 
описују плејотропну функцију IL-10 у туморској микросредини (434). Постоје докази 
да концентрација IL-10 корелира са лошијом клиничком сликом пацијената са 
развијеним тумором (435). Наши резултати су у складу са претходно поменутим 
студијама које показују да се код људи с дијабетесом мења фенотип NK-ћелија 
(145,176).  
Анализа функционалног фенотипа NK ћелија показала је да дијабетично стање смањује 




експресију активационог рецептора као што је NKG2D, продукцију цитолитичких 
молекула као што је перфорин и проинфламацијских цитокина IFN-γ и IL-17, док 
фаворизује експресију молекула PD-1 и продукцију имуносупресивног IL-10 у NK 
ћелијама изолованим из слезине. Ови налази, заједно са раније описаном смањеном 
цитотоксичком активношћу NK ћелија изолованих из STZ-третираних мишева указују 
да дијабетес супримира туморицидни фенотип NK ћелија. 
 Анализа функционалног фенотипа CD8
+
 T лимфоцита показала је да 





 T лимфоцитима мишева након индукције тумора, док није утицало на 
експресију и продукцију других цитолитичких и проинфламацијских молекула 
(Фигура 14в), што је у складу са раније описаном неизмењеном цитотоксичношћу 
CD8
+
 T лимфоцита. 
 У наставку истраживања анализирали смо туморску микросредину, тачније 
функционални фенотип тумор инфилтришућих NK ћелија. Нисмо пронашли разлику у 
проценту тумор инфилтришућих NK ћелија. Дијабетично стање је значајно смањило 
акумулацију NK ћелија које експримирају активациони рецептор NKG2D (Фигура 22а). 




ћелија у примарном тумору 
мишева третираних STZ-ом (Фигура 22б). Резултати указују на то да дијабетес 
фаворизује акумулацију слабо функционалних NK ћелија у примарном тумору. 
 
5.4. Култивација у серуму дијабетичних мишева модулише активациони фенотип 
NK ћелија, in vitro 
 У литератури су описани различити механизми који су одговорни за 
имуносупресивне ефекте дијабетеса. Ми смо тестирали неколико хипотеза да 
идентификујемо медијаторе одговорне за измењен функционални фенотип NK ћелија: 
утицај хипергликемије, оксидативног стреса или посредство имуносупресивних ћелија 
и њихових медијатора. Прво смо испитивали да ли је забележен феномен последица 
хипергликемије, за коју је познато да директно интерферира са функцијом 
ендоплазматичног ретикулума (ЕР),  фаворизује акумулацију неисправних протеина у 
лумену, чиме се промовише стрес ЕР, који заузврат смањује експресију активационих 
рецептора на NK ћелијама (145). У литератури је познато је да стрес ендоплазматског 
ретикулума може бити одговоран за супресију функције ћелија имунског система. 
Ендоплазматски ретикулум игра кључну улогу у транслацији протеина, формирању 




секундарне, терцијарне и кватенерне структуре протеина као и у посттранслаторној 
модификацији протеина. Дејство различитих физичких и хемијских фактора може 
директно утицати на функцију ендоплазматског ретикулума, реметитити адекватну 
синтезу протеина, што за последицу има нагомилавање несавијених протена (436,437). 
 Спленоцити изоловани из здравог миша су култивисани 24 часа у медијуму који 
садржи серум изолован из дијабетичног миша, серум коме је додата глукоза или серум 
изолован из контролног миша. Унутар култивисане популације спленоцита анализиран 
је функционални фенотип NK ћелија: експресија KLRG-1, PD-1, NKp46, CD107а и 
продукција перфорина, гранзима, IFN-γ и IL-17. 
 KLRG1 рецептор (енгл. Кiller Сell Lectin-like Receptor G1) је трансмембрански 
протеин који припада фамилији С-типа лектинских рецептора. Овај рецептор 
предоминантно експримирају NK ћелије и меморијски Т лимфоцити и код људи и 
мишева (438). Експресија овог рецептора се повећава са годинама али и са степеном 
диференцијације ћелија, тако да се највећи проценат експресије уочава на меморијским 
ћелијама и терминално диферентованим ћелијама (439). KLRG1 рецептор поседује 
инхибиторни тирозински рецепторки домен (енгл. Immunoreceptor Tyrosine-based 
Inhibitory Motif) на интрацитоплазматском сегменту. Претходне анималне студије су 
показале да унакрсно повезивање TCR и KLRG-1 смањује инфлукс калцијума у Т 
лимфоцит и самим тим супримира продукцију IL-2 (440). Познато је да су N- и Е- 
кадхерини главни лиганди за KLRG-1 рецептор (441). N- и Е- кадхерини су калцијум 
зависни гликопротеини значајни за међућелијске адхезију, ћелијску миграцију и 
инвазивност туморских ћелија (442). Експрименти у којима су коришћени KLRG-1 
трансгени мишева су показали да присуство Е кадхерина инхибира пролиферативни 
капацитет CD8
+ 
T лимфоцита. Познато је да инвазивне форме туморских ћелијских 
линија експримирају N- и Е- кадхерине. Раније студије су показале да истовремена 
активација KLRG1 рецептора инхибира цитолитичку активност NK ћелија и 
продукцију IFN-γ. Хумане студије су потврдиле претходне резулатате добијане у 
аниманим моделима да интеракција KLRG-1 рецептора и лиганда инхибира 
цитолитичку активност хуманих NK ћелија супримирајући и дегранулацију и 
ослобађање IFN-γ (443). Скорашња испитивања су такође потврдила да везивање 
лиганда за KLRG-1 рецептор на Т лимфоциту инхибира NFAT сигнални пут и лизу 
посредовану молекулом CD95 (444). Блокада сигнализације са KLRG-1 рецептора, 
применом антитела против Е-кадхерина, повећава пролиферативну активност која се 




огледа повећаном синтезом циклина D и E, а смањеном синтезом инхибитора циклина 
Р27 (438). Према томе, сматра се да интеракција кадхерина и KLRG-1 рецептора 
супримира урођени и стечени имунски одговор и смањује ефикасност антитуморског 
имунског одговора. 
 Мембрански протеин 1 удружен са лизозомом (енгл. Lysosome-Associated 
Membrane Protein 1, LAMP-1 (CD107a)) је гликопротеин који припада фамилији 
мембранских гликопротеина удружених са лизозомом (445). CD107a је 
трансмембрански протеин који представља маркер дегранулације NK ћелија и 
цитотоксичких Т лимфоцита (446). Он одржава стабилност лизозомалне мембране. 
Такође, он облаже и унутрашњу површину цитолитичких гранула. Након 
дегранулације, CD107a се екпримира на површини NK ћелија и цитотоксичких Т 
лимфоцита и штити спољашњу мембрану од дејства ослобођеног перфорина (447).  
 Додатак глукозе у серум контролних животиња повећао је експресију KLRG-1 
(Фигура 25а) и PD-1 (Фигура 25б) на NK ћелијама, а смањио NKp46 и перфорина
 
(Фигуре 26а, 26б). Култивација у дијабетичном серуму додатно је повећала експресију 
KLRG-1 (Фигура 25а) и PD-1 (Фигура 25б) на NK ћелијама, а смањила је експресију 
NKp46 (Фигура 25а) и продукцију перфорина (Фигура 25б). Дијабетични серум је 
такође значајно смањио проценат IFN-γ продукујућих NK ћелија (Фигура 27а), смањио 
је продукцију IL-17 (Фигура 27б) као и гранзима (Фигура 28а) и експресију CD107a 
(Фигура 28б). Ови резултати показују да сама хипергликемија није кључна за промену 
фенотипа NK ћелија код дијабетеса што оставља најмање две могућности које не 
искључују једна другу: дејство појачаног оксидативног стреса и дејство 
имуносупресивних ћелија. 
 Познато је да хипергликемија покреће стрес ендоплазаматског ретикулума и 
онемогућава функционисање ћелије те ћелија повећава синтезу молекула шаперона 
који у енплазматском ретикулуму везују неформиране протеине. Стога смо у наставку 
студије анализирали експресију гена који кодирају молекуле шаперона, у хомогенату 
слезина мишева третираних STZ-ом односно CB-ом. Одсуство разлике у експресији 
шаперона DAP10, EDEM, ATF4, CHOP, BiP, GRP94 (Фигуре 29а-ђ) у спленоцитима 
мишева третираних STZ-ом у односу на контролну групу мишева показује да нема 
разлике у стресу ендоплазматског ретикулума спленоцита и потврђује нашу тврдњу да 
висока концентрација глукозе у крви не игра кључну улогу у модулацији 
функционалног фенотипа спленоцита. 




 Анализирали смо и утицај дијабетеса на апоптозу спленоцита. Дијабетични 










спленоцита (Фигура 30б) у односу на спленоците култиване у серуму коме је додата 
глукоза односно на спленоците култиване у серуму изолованом из здравог миша. 
Истраживања других група показују да оксидативни стрес директно индукује 
активацију унутрашњег митохохондријалног пута, ослобађањем цитохрома С и 
активацијом каспазе 3 што резултира апоптозом (490). Друга студија сугерише да 
хипергликемија индукује апоптозу ћелија гломерула бубрега и повећава експресију Fas 
рецептора, Fas лиганда на ћелијама гломерула и тубула бубрега (491). У складу са 
резултатима других студија, значајно повећање процентуалне заступљености рано и 
касно апоптотичних ћелија након култивације у дијабетичном серуму указује на 
доминантан утицај дијабетичног серума, али не и саме хипергликемије на вијабилност 
спленоцита. 
 
5.5. Неутрализација појачаног оксидативног стреса не мења значајно 
функционални фенотип NK ћелија, in vitro 
 У нашој студији, повећање концентрације каталазе указује на повећане 
системске вредности H2O2, једног од главних кисеоничних слободних радикала (ROS), 
у дијабетичних мишева (Фигура 2а). Раније студије су показале да реактивни 
кисеонични радикали, којима је богат серум дијабетичних мишева, могу супримирати 
активност NK ћелија кроз смањење експресије активирајућих рецептора као што је 
NKG2D (448,449). Такође је показано да ROS супримирају имунски одговор 
деплетирајући у ћелијама цистин и цистеин који су неопходни за синтезу 
антиоксиданса глутатиона (450,451). У циљу испитивања ефекта кисеоничних 
слободних радикала у нашем моделу, спленоцити изоловани из здравог миша су 
култивисани 24 часа у медијуму који садржи серум изолован из дијабетичног миша 
коме је додата пег-каталаза како би се  неутралисао ефекат појачаног оксидативнос 
стреса, док су контролну групу сачињавали спленоцити култивисани у медијуму који 
садржи само серум изолован из дијабетичног миша. Унутар култивисане популације 
спленоцита анализиран је функционални фенотип NK ћелија: експресија NKp46, и 
продукција перфорина, гранзима, IFN-γ и IL-17. 




Додавање пег-каталазе и следствено блокирање појачаног оксидативног стреса прати 
повећање експресије само NKp46, док није утицало на експресију или производњу 
других маркера NK ћелијске активности као што су CD107а, PD-1 и перфорин (Фигура 
31). Недавна студија је показала да је in vivo третман са пег-каталазом значајно смањио 
број туморских ћелија у плућима и јетри у контролним и мишевима третираним STZ-
ом (1). Међутим, наши резултати указују на неке друге медијаторе који супримирају 
туморицидни фенотип NK ћелија. 
 
5.6. Дијабетес фаворизује акумулацију имуносупресивних ћелија у слезини и 
примарном тумору 
 У наставку студије фокус истаживања су биле имуносупресивне ћелије. 
Анималне и хумане студије су показале да дијабетично стање узрокује имуносупресију 
тиме што инхибира фагоцитну способност и миграцију и хемотаксу неутрофила и 
смањује продукцију проинфламацијских цитокина, фаворизује предоминацију Th2 
имунског одговора (167,452). У складу са ранијим резултатима о генерализованој 
имуносупресији је и наш резултат који показује да је ниво IL-10 значајно повећан у 
серуму дијабетичких мишева (Фигура 17). Познато је да су имуносупресивне ћелије 
као што су MDSCs, Tregs и незреле DCs важни регулатори урођене и стечене имуности 
и све могу бити извор IL-10 (453,454). Такође је познато да имуносупресивне ћелије 
продукујући различите солубилне факторе попут TGF-β, IL-10, аргиназе-1, азот оксида, 
индоламин 2,3-диоксигеназе (IDO), простагландина Е2 и реактивних кисеоничних 
једињења онемогућавају цитотоксичку функцију NK ћелија инхибицијом продукције 
IFN-γ и експресије активационих рецептора (241,455-457). Изгледа да дијабетични 






 MDSCs у слезину, 
пре инокулације тумора (Фигура 18а). Током раста тумора регрутоване MDSCs 
омогућавају настанак, поларизацију, активацију и миграцију Tregs (56,392,393). Taкo je 
дијабетично стање значајно повећалo акумулацију TGF-β продукујућих MDSCs у 











 Tregs лимфоцита 
у слезини дијабетичних мишева са тумором (Фигура 19б). Уочили смо и да дијабетес 















 MDSCs је значајно већи у примарном тумору дијабетичних мишева (Фигуре 23а, 




23б). Ситрин и колеге тврде да Tregs лимфоцити контролишу функцију NK ћелија 
контролом биорасположивости ограничене количине IL-2, у острвцима панкреаса, 
насталог претежно у CD4
+
 Т лимфоцитима који инфилтрирају острвца у BDC2.5/NOD 
мишевима (458). Међутим, у нашем моделу, ово би требало да има врло ограничен 
ефекат јер је једна висока доза STZ токсична за β ћелије панкреаса, и не изазива 
значајну инфилтрацију острваца. 
 
5.7. Имуносупресивне ћелије у биологији тумора дојке у дијабетичним условима 
 Налаз повећане акумулације имуносупресивних ћелија у слезини и примарном 
тумору дијабетичних мишева навео нас је да испитамо механизме којима ове ћелије 
могу да утичу на функционални фенотип NK ћелија. Данас је познато неколико 
механизама којим MDSCs супримирају NK ћелије. Оне инхибирају NK ћелије 
директним ћелијским контактом, преко мембрански везаног TGF-β или препознавањем 
активационих рецептора на NK ћелијама (459). Такође је познато да MDSCs, да би 
генерисале имуносупресивну туморску микросредину, производе аргиназу 1, 
индуцибилну азот-моноксид синтазу (iNOS), индоламин 2,3-диоксигеназу (IDO), 
NADPH оксидазу и имуносупресивне цитокине (460). iNOS је један од производа 
имуносупресивних ћелија важан за синтезу NO који на даље директно супримира 
пролиферацију лимфоцита (461,462). Недавна студија открива већу активност iNOS-а 
код дијабетичара (463). Наши резултати показују да дијабетес значајно повећава 
процентуалну заспупљеност iNOS
+
 MDSCs као и iNOS
+
 DCs (Фигуре 33а, 34а). 
Запаљење ниског интензитета, једна од карактеристика дијабетес мелитуса, индукује 
активацију iNOS и следствену производњу NO која на даље повећава активност IDO-а 
(464,465). IDO, ензим који производе многе ћелије имунског система и строме, има 
снажне имуномодулаторне ефекте (466). IDO је укључен у катаболизам есенцијалне 
аминокиселине L-триптофана до L-кинуренина, а следствени метаболити L- L-
кинуренина дeлују имуносупресивно (467-469). IDO инхибира пролиферацију и 
фацилитира апоптозу Т лимфоцита, смањује експресију активационих рецептора на 
NK ћелијама изазвану IL-2, инхибира продукцију IFN-γ и фаворизује апоптозу NK 
ћелија (470-472). У складу са тим, у овој студији показали смо значајно повећање 
процента MDSCs и DCs које производе IDO у мишевима са дијабетесом (Фигуре 
33б,34б).  




5.8. Утицај блокаде IDO-а и iNOS-а на функционални фенотип NK ћелија, у 
дијабетичним условима, in vitro 
 Да бисмо потврдили могући имуносупресивни ефекат MDSCs и DCs преко IDO-
а, блокирали смо ефекат IDO-а користећи фармаколошки инхибитор 1-МТ, in vitro. 







перфорин и гранзим продукујућих NK ћелија (Фигуре 37а-г, 38а). Поред тога, 









 NK ћелијама (Фигура 38б, 38в). У поређењу са контролним серумом, додавање 
1-МТ у серум дијабетичних мишева скоро у потпуности обнавља функционални 
фенотип NK ћелија, указујући на важну улогу IDO сигналне каскаде у супресији NK 
ћелија у дијабетичком стању.  
 Aзот моноксид (NO) je брзо дифундујући гас значајан у регулацији имунског 
одговора. Овај биоактивни молекул настаје из аминокиселине L-аргинин дејством 
једне од три изоформе азот синатазе (NOS): неуронске NOS (NOS1), ендотелне NOS 
(NOS3) и индуцибилне NOS (iNOS или NOS2) (473,474). Настали NO и реактивни 
азотни радикали модулишу имунски одговор инхибицијом пролиферације и 
диференцијације Т лимфоцита, инхибицијом пролиферације В лимфоцита и 
продукције антитела и цитокина (475,476). Познато је и да овај оксид утиче на 
активност NK ћелија супримирајући њихову цитотоксичку активност (477). Да бисмо 
испитали имуносупресивни ефекат aзот моноксидa, блокирали смо ефекат ензима 
iNOS додавањем инхибитора L-NG-монометил-аргинин цитрата (L-NMMA) у медијум 
у коме смо култивисали здраве спленоците у дијабетичном серуму. Додатак L-NMMA 
је значајно повећао експресију  активационих рецептора NKp46 и NKG2D а смањио 
продукцију IL-10 у NK ћелијама у поређењу са популацијом ћелија култивисаних у 
дијабетичном серуму без додатка L-NMMA (Фигуре 35а, 35б, 35в). Међутим, уочава се 
да ефекат iNOS-NO није толико доминанатан јер блокада iNOS-a није утицала на 
експресију CD69 и PD-1 као ни на продукцију перфорина и гранзима у NK ћелијама 
(Фигуре 36а, 36б, 36в, 36г). Блокада iNOS-а, in vitro, мења фенотип NK ћелија: 
повећава експресију активационих и туморицидних а смањује експресију 
инхибиционих и имуносупресивних молекула, али овај ефекат није значајан као 
блокада IDO-а. 
  






 Резултати приказани у овом раду по први пут показују  да дијабетес промовише 
раст тумора дојке кроз супресију антитуморског имунског одговора. Дијабетес 
појачава акумулацију iNOS и IDO продукујућих имуносупресивних ћелија урођене 
имуности и следствену инхибицију туморицидног фенотипа NK ћелија. Раст тумора 
дојке у дијабетичном стању би се могао контролисати развојем нових агенаса 
базираним на селективној блокади iNOS-а и IDO-а.  
 
Закључак је изведен на основу следећих доказа: 
1. Дијабетес мелитус убрзава појаву палпабилног тумора и раст примарног тумора; 
2. Дијабетес мелитус смањује цитотоксичност укупних спленоцита и посебно NK 
ћелија;  
3. Деплеција NK ћелија in vivo анулира разлику у динамици раста примарног тумора 
између контролних и мишева са дијабетесом; 
4. Смањена експресија NKG2D, перфорина, IFN-γ, IL-17, a повећана експресија PD-1 
молекула и IL-10 на спленичним NK ћелијама мишева са дијабетесом; 
5. Мања процентуална заступљеност NKG2D+ NK ћелија и већи проценат PD-1+ NK 
ћелија у туморској микросредини мишева са дијабетесом; 
6. Култивација у серуму мишева са дијабетесом повећава проценат KLRG-1+ и PD-1+ 
NK ћелија, смањује експресију NKp46, CD107а и производњу перфорина, 
гранзима, IFN-γ и IL-17 по NK ћелији у поређењу са серумом са додатом глукозом 
и контролним серумом, in vitro; 
7. Неутрализација појачаног оксидативног стреса пег-каталазом не мења значајно 
функционални фенотип NK ћелија, in vitro; 
8. Дијабетес мелитус повећава системску концентрацију IL-10 и појачава 





у слезини и примарном тумору мишева. 
9. Дијабетес значајно повећава процентуалну заспупљеност iNOS+, односно IDO+ 
MDSCs и DCs; 
10. Инхибиција iNOS-а у дијабетичним условима повећава проценат NKG2D+, NKp46+ 
NK ћелија, а смањује проценат IL-10 продукујућих NK ћелија, in vitro; 




11. Инхибиција IDO-а у дијабетичним условима повећава проценат NKG2D+, NKp46+, 
CD69
+
, перфорин и гранзим продукујућих NK ћелија, а смањује проценат PD-1
+
 и 














ADCC цитотоксичност зависна од антитела 
АGЕ Гликозилирани продукти (енгл. Аdvanced Glycation End-products) 
CB Цитратни пуфер (енгл. Citrate buffer) 
CTL Цитотоксички Т лимфоцити (енгл. Cytotoxic T Lymphocytes) 
DCs Дендритске ћелије 
DMSO (енгл. Dimethyl sulfoxide) 
DNA (енгл. Deoxyribonucleic acid) 
EDTA (енгл. Ethylenediaminetetraacetic acid) 
ELISA (енгл. EnzymeLinkedImmunosorbentAssay) 
FBS (енгл. Fetal bovine serum) 
FADD (енгл. Fas- Associated- Death- Domain- Protein) 
H&E хематоксилин и еозин (енгл. Hematoxylin & Eeosin)  
HIF-2α (енгл. Hypoxia inducible factor 2-α) 
IL Интерлеукин (енгл. Interleukin) 
IFN-γ Интерферон гама (енгл. Interferon-gama) 
iNKT инваријантне NKT ћелије 
IGF (енгл. Insulin-like Growth Factor) 
GM-CSF (енгл. Granulocyte-Macrophage Colony Stimulatory Factor) 
KLRG1 инхибиторни рецептор (енгл. Killer Cell Lectin-Like Receptor G1)  
Lamp 
мембрански гликопротеин удружен са лизозомима (енгл. Lysosomal  
associated membrane glycoproteins)  
LPS липополисахарид 
MBL (енгл. Manosе-binding lectin) 
MAPK 
протеин киназа активирана митогеном (енгл. Mitogen Activated Protein 
Kinase)   
MCs мастоцити (енгл. Mast cells)  
М1 класично активирани макрофаги 
М2 алтернативно активирани макрофаги 
MLD-STZ вишеструке мале дозе стрептозотоцина (енгл. multiple low dose)  
MMP металопротеиназе матрикса (енгл. Matrix Metalloproteinase)  
mRNA информациона рибонуклеинска киселина 
MTP микротитар плоча (енгл. MicroTiter Plate)  
MHC 
главни коплекс гена ткивне подударности (енгл. Major 
Histocompatibility Complex) 
МDSC (енгл. Myeloid-Derived Suppressor Cell) 
NK ћелије урођене убилачке ћелије (енгл. Natural Killer Cells)  
NKG2D активациони рецептор (енгл. Natural Killer Group 2, Member D)  
iNOS 
Индуцибилна азот моноксид синтетаза  (енгл. Inducibile Nitric Oxide 
Synthase)  
IDO Индоламин 2,3 диоксигеназа 
NKT (енгл. Natural killer T cell) 
PKC Протеин киназа С (енгл. Proteine kinase C) 




PAMPs (енгл. Pathogen-Associated Molecular Patterns) 
PCR реакција ланчаног умножавања (енгл. Polimerase Chain Reaction)  
PBS (енгл. Phosphate Buffered Salline)  
RNK Рибонуклеинска киселина 
ROS Кисеонични слободни радикали (енгл. Reactive Oxygen Species) 
Th ћелије Помагачки Т лимфоцити (енгл. T helper cells) 
TLR (енгл. Toll like receptor) 
Treg Регулаторни Т лимфоцити 
TNF Фактор некрозе тумора (енгл. Tumor necrosis factor) 
TGF-β Трансформишући фактор раста бета (енгл. Transforming growth factor β) 
ТАМ тумор асоцирани макрофаги (енгл. Tumor Assosiated Macrophages)  
TIL 
тумор-инфилтришући лимфоцити (енгл. Tumour Infiltrating 
Lymphocytes)  
VEGF 
Фактор раста васкуларног ендотела (енгл. Vascular endothelial growth 
factor) 
STZ Стрептозотоцин 
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Особе оболеле од дијабетес мелитуса имају већу 
инциденцу и морталитет од тумора. Претходне 
студије су показале да оксидативни стрес, који 
настаје као последица хипергликемије, убрзава 




метастазирање. У овом истраживању дијабетес је 
индукован једном високом дозом стрептозотоцина у 
циљу испитивања утицаја дијабетес мелитуса на 
раст тумора и модулацију антитуморског имунског 
одговора, у моделу 4Т1 карцинома дојке у  BALB/c 
мишева. Дијабетес мелитус је убрзао појаву, раст и 
масу примарног тумора што је праћено смањеном 
цитотоксичношћу NK ћелија према 4Т1 ћелијама, in 












 NK ћелија, док је повећао 





ћелијама у слезини. Дијабетес је значајно смањио 
проценат NKG2D
+ 
NK ћелија и повећао проценат 
PD-1
+ 
NK ћелија и у примарном тумору. 




мијелоидних супресорских ћелија 
(MDSCs) у слезини и примарном тумору. 





 NK ћелија, 
смањио проценат IFN-γ
+ 
NK ћелија, експресију 
NKp46 и продукцију перфорина, гранзима, CD107a 
и IL-17  у NK ћелијама у поређењу са серумом коме 
је додата глукоза односно са контролним серумом. 
Дијабетес мелитус је значајно повећао експресију 
индуцибилне азот моноксид синтазе (iNOS) и 
индоламин 2,3-диоксигеназе (IDO) у слезинским 
MDSCs и дендритским ћелијама (DC) мишева пре 
индукције тумора. Специфични инхибитор 
индоламин 2,3-диоксигеназе, 1-метил-DL-
триптофан, је готово у потпуности повратио 
фенотип NK ћелија култивисаних у дијабетичном 
серуму. Ови резултати указују да дијабетес мелитус 
убрзава раст тумора повећаном акумулацијом 
имуносупресивних ћелија и супресијом NK ћелија 
активношћу ензима IDО. 
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Diabetic patients have higher incidence and mortality of 
cancer. Recent study revealed that hyperglycemia-
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Abstract
Diabetic patients have higher incidence and mortality of cancer. Recent study revealed 
that hyperglycemia-induced oxidative stress is involved in the acceleration of tumor 
metastasis. We used model of high-dose streptozotocin-induced diabetes to investigate 
its effect on tumor growth and modulation of antitumor immune response of 4T1 murine 
breast cancer in BALB/c mice. Diabetes accelerated tumor appearance, growth and 
weight, which was associated with decreased NK cells cytotoxicity against 4T1 tumor cells 
in vitro. Diabetes reduced frequencies of systemic NKG2D+, perforin+, granzyme+, IFN-γ+ 
and IL-17+ NK cells, while increased level of PD-1 expression and production of IL-10 in 
NK cells. Diabetes decreased percentage of NKG2D+NK cells and increased percentage of 
PD-1+ NK cells also in primary tumor. Diabetes increased accumulation of IL-10+ Tregs and 
TGF-β+ myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in spleen and tumor. Diabetic sera  
in vitro significantly increased the percentage of KLRG-1+ and PD-1+ NK cells, decreased 
the percentage of IFN-γ+NK cells, expression of NKp46 and production of perforin, 
granzyme, CD107a and IL-17 per NK cell in comparison to glucose-added mouse sera and 
control sera. Significantly increased percentages of inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) producing MDSCs and dendritic cells (DC) were 
found in the spleens of diabetic mice prior to tumor induction. 1-methyl-DL-tryptophan, 
specific IDO inhibitor, almost completely restored phenotype of NK cells cultivated in 
diabetic sera. These findings indicate that diabetes promotes breast cancer growth at 
least in part through increased accumulation of immunosuppressive cells and  
IDO-mediated attenuation of NK cells.
Introduction
Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer in 
women and one of the leading causes of death related to 
tumors (DeSantis et  al. 2014, Tao et  al. 2015). Diabetes 
mellitus is metabolic disease, mainly characterized by 
hyperglycemia, resulting due to lack of insulin secretion 
or insulin action (American Diabetes Association 2014). 
Beside very important role of hyperglycemia, the other 
factors such as oxidative stress and hyperlipidemia are also 
involved in the development of diabetic complications 
(Kangralkar et al. 2010).
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Previous animal and human studies indicate that 
diabetes is associated with increased risk of breast cancer 
development because of many shared risk factors (Goto et al. 
1995, Vigneri et al. 2009, Giovannucci et al. 2010, Cohen 
& LeRoith 2012, Shi & Hu 2014). Diabetes may influence 
tumor genesis and progression by several mechanisms (Shi 
& Hu 2014). According to Warburg’s hypothesis, cancer 
cells use far more glucose for energy and survival than 
regular cells, implicating that hyperglycemia could facilitate 
tumor growth (Vander Heiden et  al. 2009). Abundant 
reactive oxidative species, one of the main characteristics 
of diabetes, are involved in both, the initiation and 
progression of cancer (Waris & Ahsan 2006). Recent 
study indicated that a hyperglycemia-mediated enhanced 
oxidative stress increased the expression of adhesive 
molecules on endothelial cells thus accelerating melanoma 
metastasis and that nullifying systemic oxidative stress 
suppressed progression of tumor metastasis in diabetes 
(Ikemura et al. 2013). These suggested mechanisms explain 
the possible linkage between diabetes and accelerated 
genesis and progression of tumors. However, the role of 
diabetes in primary tumor growth and immune response 
to tumor is incompletely understood.
There is evidence that diabetes compromises defense to 
infection and immune response in general, including NK 
cells. Type 1 diabetic patients have decreased expression and 
aberrant signaling through the NKG2D receptor as well as 
markedly lower expression of p30/p46 NK-activating receptor 
molecules (Rodacki et al. 2007, Qin et al. 2011). Chen and 
coworkers have shown that stimulated streptozotocin (STZ)-
diabetic cytotoxic T cells produce less perforin and TNF-α 
and thus they have no capability to eliminate melanoma 
cells and improve the survival of tumor-bearing mice 
(Chen et al. 2014). Other studies have shown that diabetes 
decreases total percentage and also impairs the expression 
of chemokine receptors and costimulatory molecules and 
decreases the production of proinflammatory cytokines in 
professional antigen-presenting cells (Nieminen et al. 2012, 
Sun et al. 2012). To our knowledge, there are no data about 
immunosuppressive cells, important players in biology of 
tumor, in diabetic condition. As mammary cancer is one 
of the most frequent tumors in population, the aim of our 
study was to investigate the effects of diabetes on murine 
4T1 breast cancer growth and alteration of antitumor 
immune response.
Herewith, we provide the evidence that diabetic 
condition accelerates murine breast cancer growth, 
promotes suppressive activity of MDSC and regulatory 
T cells (Treg) affecting NK cells activity at least in part by 
enhancing 2,3-dioxygenase (IDO) production.
Material and methods
Mice
Six-to-eight-week-old female BALB/C mice used in 
all experiments were obtained from Military Medical 
Academy, Belgrade, Serbia. Mice were housed under 
standard laboratory conditions (22 ± 2°C, relative 
humidity 51 ± 5% and a 12-h light-dark cycle) and were 
administered standard laboratory chow and water 
ad libitum. All experiments were approved by the Animal 
Ethics Board of the Faculty of Medical Sciences, University 
of Kragujevac, Serbia.
Induction of diabetes
BALB/C mice received an intraperitoneal injection of 
streptozotocin (STZ, obtained from Sigma Chemical) 
dissolved in sodium citrate buffer (CB, pH 4.5) at a single 
dose of 170 mg/kg body weight. Control group of mice 
received only 100 μL of CB.
Induction of mammary carcinoma
The mouse mammary carcinoma cell line 4T1, syngenic 
to the BALB/c background, was purchased from the 
American Type Culture Collection (ATCC). 4T1 cells were 
maintained in culture medium (Dulbecco’s-modified 
Eagle’s medium added with 10% fetal bovine serum (FBS), 
2 mmol/L l-glutamine, 1 mmol/L penicillin–streptomycin 
and 1 mmol/L mixed nonessential amino acids (Sigma). 
Subconfluent monolayers, in log growth phase, were 
harvested by brief treatment with 0.25% trypsin and 
0.02% EDTA in phosphate-buffered saline (PBS, PAA 
Laboratories GmbH, Etobicoke, Canada) and washed three 
times in serum-free PBS before use in all in vivo and in vitro 
experiments. The number of passage of 4T1 cell line was 
7–10 in all experiments. The number of viable tumor cells 
was determined by trypan blue exclusion. Suspensions 
only with >95% viable cells were used in experiments. 
After 4 of weeks STZ or CB injection, each mouse was 
inoculated with 5 × 104 4T1 tumor cells orthotopically 
into the 4th mammary fat pad.
Estimation of in vivo 4T1 tumor appearance 
and growth
Appearance of primary tumor and tumor diameter 
were assessed during experiment. The size of primary 
4T1 mammary tumors was assessed morphometrically 
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from the day of tumor appearance, two times per week, 
using electronic calipers in two dimensions. Thirty-six 
days after tumor cell injection, mice were killed and the 
primary tumors were surgically removed and measured 
their weight. Blood was taken from the abdominal aorta.
Determination of catalase
Red blood cells (RBC) isolated from the blood of 
STZ-treated and CB-treated mice were used for measuring 
antioxidative enzyme, catalase (CAT). RBCs were treated 
as previously described, and the activity of CAT in RBCs 
are presented in units per gram of hemoglobin × 103  
(U/g Hb × 103) (Gajovic et al. 2016).
Purification of CD8+ T cells
CD8+ T cells were isolated from spleens of tumor-bearing 
mice treated with STZ or CB, respectively using magnetic 
cell separation kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Germany) as previously described (Jovanovic et al. 2014). 
After negative selection, unlabeled cells were highly 
enriched with CD8+ T cells.
Purification of NK cells
NK49b+ cells were purified from spleens of diabetic and 
control group of mice using magnetic cell separation kit 
(Miltenyi Biotec) as previously described (Jovanovic et al. 
2014). After positive selection, labeled cells were highly 
enriched with NK cells.
Cytotoxicity assay
Cytotoxicity assay was determined by the xCELLigence 
RTCA (Real-Time Cell Analyzer) DP (Dual Plate) 
Instrument (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) 
according to manufacturer’s recommendations. 100 µL 
of complete medium were added to each well and 
background impedance on the plates was measured on 
the xCELLigence RTCA DP instrument at 37° and 5% 
CO2. The E-plate 16 were placed in the xCELLigence 
RTCA DP, and impedance measurements were recorded 
every 15 min for 60 h. 4T1 cells (1 × 104/well) were seeded 
in plate and used as target cells. After 36 h, splenocytes 
(ratio of target to effector cells (T:E = 1:20), purified CD8+ T 
cells (T:E = 1:5) and NK cells (T:E = 1:5) derived from spleen 
of experimental and control group of mice, respectively, 
were added in plates as effector cells. Splenocytes, CD8+ 
T-cell and NK cell–mediated death of tumor cells were 
monitored in real time and was indicated by a decrease 
in cell index. Data were analyzed with RTCA Software 1.2 
(ACEA Biosciences).
Flow cytometric analyses of splenocytes and  
tumor-infiltrating leukocytes
Single-cell suspensions of spleens were obtained by 
mechanical dispersion. Single-cell suspensions of primary 
tumors were obtained by enzymatic digestion as previously 
described (Jovanovic et  al. 2014). Fluorochrome-labeled 
anti-mouse mAbs specific for CD3 (145-2C11), CD49b 
(HMa2), CD4 (H129.19), CD8 (53-6.7), NKp46 (29A1.4), 
CD69 (H1.2F3), CD11b (M1/70), CD11c (N418), MHC 
class II (14-4-4S), CD86 (GL1), CD279 (J43), Ly-6C/G 
(RB6/8C5), NKG2D (CX5), KLRG-1 (2F1) or isotype-
matched controls (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA; 
Invitrogen) were used. For intracellular staining, cells 
were stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate 
(50 ng/mL, Sigma-Aldrich), ionomycin (500 ng/mL, 
Sigma-Aldrich) and GolgyStop (BD Pharmingen) for 4 h 
and stained with fluorochrome-labeled anti-mouse mAbs 
specific for perforin (eBio0MAK-D), granzyme (16g6; 
NGZB), CD107a (1D4B), Foxp3 (MF23), IFN-γ (XMG1.2), 
IL-10 (JES5-16E3), IL-17 (C15.6) and TGF-β (141231), 
IDO (2E2/IDO1) and iNOS (CXNFT) (BD Pharmingen; 
BioLegend, San Diego, CA, USA; eBiosciences, San Diego, 
CA, USA). Flow cytometry was conducted on FACSCalibur 
Flow Cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and 
the data were analyzed using FlowJo (Tree Star).
In vivo depletion of NK cells
For in vivo depletion of NK cells, mice were treated i.p. 
with 100 μg of anti-GM1b anti-asialo antibody (Waco 
Chemicals, Richmond, VA, USA) 1 day prior and 5 days 
after 4T1 tumor cell application. Efficacy of depletion of 
NK cells was >95%.
In vitro experiments on splenocytes
Freshly isolated splenocytes derived from healthy mice 
were cultured for 24 h in RPMI-1640 medium (Sigma-
Aldrich) containing 10% of serum isolated from diabetic 
mice, serum isolated from control mice with added glucose 
(glucose level was equal (16.7 ± 0.8 mmol/L) to the glucose 
concentration in serum of diabetic mice) and serum 
isolated from control mice, respectively. After incubation, 
cells were harvested and stained with appropriate 
antibodies for FACS and evaluated by flow cytometry.
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Levels of TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-12, IL-17 and IL-10 in the 
mouse serum were measured using ELISA kits specific 
for the mouse cytokines (R&D Systems) according to the 
manufacturer’s instructions.
In vitro inhibition of H2O2
Freshly isolated splenocytes derived from healthy mice 
were cultured for 24 h in RPMI-1640 medium (Sigma-
Aldrich) containing 10% of serum isolated from diabetic 
mice, serum isolated from diabetic mice with added peg-
catalase (Sigma-Aldrich) and serum isolated from control 
mice, respectively. Fifteen minutes prior the addition of 
serum diabetic mice, splenocytes were incubated with 
2000 U/mL catalase, which converts H2O2 to H2O and O2 
(Peraldi et al. 2009). After incubation, cells were harvested 
and stained with appropriate antibodies for FACS and 
evaluated by flow cytometry.
In vitro pharmacological inhibition of IDO
Freshly isolated splenocytes from healthy mice were 
cultured for 24 h in RPMI medium containing 10% 
of serum isolated from diabetic mice with or without 
addition of inhibitor of IDO enzymatic activity, 1 mM 
1-methyltryptophan, (1-MT, Sigma-Aldrich) and 10% 
of serum isolated from healthy mice, respectively. After 
incubation, cells were harvested, stained with appropriate 
antibodies for FACS and analyzed by flow cytometry.
Statistical analysis
The data were analyzed using commercially available 
software (SPSS, version 20). Results were analyzed using 
the Student’s t-test or Mann–Whitney U test where 
appropriate. Difference in appearance of primary tumor 
was assessed using Kaplan–Meier analysis and was 
evaluated using the log-rank test. Data are presented as 
mean ± s.e.m. Statistical significance was set at P < 0.05.
Results
Enhancement of tumor growth in 
hyperglycemic mice
Glycemia and body weight were measured weekly 
after treatment with STZ. As shown in Fig.  1a and b, 
glycemia was significantly increased (P = 0.001) while the 
body weight was significantly decreased (P = 0.041) in 
STZ-treated group of mice compared to control group 
on the 28th day after STZ injection. STZ-treated mice 
had significantly increased catalase activity compared 
to control mice (P = 0.043; Fig.  1c). At that time, 4T1 
mammary carcinoma cells were inoculated and tumor 
appearance and tumor diameter were monitored three 
times per week while tumor weight was measured after 
mice were killed. The appearance of palpable tumor was 
significantly accelerated in STZ-treated mice (P = 0.037; 
Fig.  1d). Log-rank test confirmed significant difference 
in tumor appearance between defined groups, which 
was illustrated using Kaplan–Meier curves (P = 0.040; 
Fig.  1d). Primary tumor diameters were increased in 
STZ-treated mice in comparison to control mice and the 
difference reached statistical significance 16  days after 
tumor induction (P = 0.020; Fig. 1e). Thirty-five days after 
tumor cell application, mice were killed, and tumors were 
isolated and measured. Tumor weights were significantly 
increased in mice treated with STZ compared to controls. 
(P = 0.038; Fig. 1f).
Altered NK but not cytotoxic T cells activity 
contributes to enhanced tumor growth in 
diabetic mice
In order to tested cells important for enhanced tumor 
growth of STZ-treated animals, we evaluated the 
cytotoxicity of splenocytes and isolated NK cells and 
CD8+T cells against 4T1 tumor cell line, in vitro. The 
results obtained by xCELLigence system for monitoring 
real-time cytotoxicity showed that diabetes led to 
decreased cytotoxic activity of splenocytes (P = 0.021; 
Fig. 2A). In order to define the effector cells responsible for 
diminished cytotoxic activity of splenocytes, we isolated 
splenic CD8+ T cells from tumor-bearing mice and tested 
their effect on 4T1 cells. There were no differences in 
cytotoxicity between CD8+ T lymphocytes derived from 
STZ-treated and control mice (Fig. 2B). Further, we tested 
cytotoxic activity of isolated CD49b+ NK cells against 
tumor cells, at same target:effector ratio as for CD8+ T cells 
(1:5). As shown in Fig. 2C, splenic NK cells isolated from 
STZ-treated mice were significantly less cytotoxic against 
4T1 cells (P = 0.001), indicating that diabetes significantly 
reduced cytotoxic potential of NK cell population.
Further, we depleted NK cells in STZ and CB-treated 
mice by in vivo administration of an antiasialo-GM1 
antibody, following tumor challenge. After antiasialo-GM1 
treatment, tumor appearance was significantly accelerated 
in both groups of mice in comparison to non-treated 
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animals, which is confirmed by log-rank test (CB vs CB+AA 
P = 0.001; STZ vs STZ+AA P = 0.001; Fig.  2D). Moreover, 
after NK cells depletion, the difference in dynamic of 
tumor appearance as well as in tumor diameter and tumor 
weight in STZ and CB-treated mice could no longer be 
registered (Fig. 2D, E and F).
Diabetes alters functional phenotype of NK cells 
in spleen
We further examined phenotype of splenic NK cells 
on the 28th day after STZ induction, prior to tumor 
induction. Diabetic condition decreased expression of 
NKG2D-activating receptor on CD3−CD49b+NK cells 
compared to NK cells derived from control mice (P = 0.005; 
Fig. 3A). There was no significant difference in percentage 
of PD-1+CD3−CD49b+NK cells. However, level of PD-1 
expression was significantly increased on individually 
NK cell derived from STZ-treated mice in comparison 
to controls (P = 0.017; Fig.  3B). Intracellular staining 
of NK cells revealed significantly lower percentage of 
perforin (P = 0.045), IFN-γ (P = 0.049) and IL-17 (P = 0.032) 
producing CD3−CD49b+NK cells in STZ-induced mice 
(Fig.  3C, D and E). There was no significant difference 
(P > 0.05) in the percentage of IL-10-producing NK cells 
between groups; however, we found significantly higher 
expression of IL-10 per NK cell isolated from STZ-treated 
mice (P = 0.049; Fig. 3F).
Interestingly, there were no differences in the 
phenotype of splenic CD8+ T cells between STZ- 
and CB-treated tumor-bearing mice, respectively. 
Analyses revealed insignificant increased percentage of 
KLRG-1+CD3+CD8+ T cells in STZ-treated tumor-bearing 
mice while we did not find any differences in the 
expression of other surface markers of interest: NKG2D, 
CD69, Cd107a and PD-1 or in the production of IFN-γ, 
IL-17, perforin and granzyme (data not shown).
Diabetes facilitates accumulation of innate and 
acquired immunosuppressive cells in  
tumor-bearing mice
Analysis of serum cytokines have shown increased 
concentration of IL-10 in the sera of STZ-treated mice in 
comparison to control group (Fig. 4A), while there were 
no differences in the level of TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-12 and 
Figure 1
Diabetes accelerates tumor appearance and growth. (A) Metabolic parameters prior to tumor induction. Mice were injected intraperitonealy with STZ at 
a single dose of 170 mg/kg bodyweight or 100 μL of CB only. Glycemia and body weight were measured weekly (a and b). Catalase was measured by 
spectrophotometry in red blood cells derived from STZ-treated and control mice (c). (B) Appearance and growth of mammary tumor inoculated 28 days 
after STZ-induced diabetes. Mice were inoculated with 5 × 104 4T1 cells. Palpable tumors were monitored for 36 days (d and e). Tumor weight was 
measured on day 36 (f). Data are presented as mean ± s.e.m. of seven mice per group and are representative of three separate experiments. Statistical 
significance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or Student’s unpaired t-test and log-rank test where appropriate.
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IL-17 between two groups (data not shown). According 
to these results, we further analyzed immunosuppressive 
cells in spleens of STZ-treated and CB-treated mice, 
respectively, prior and 15  days after 4T1 tumor cell 
application. STZ-treated mice exhibited pronounced 
increase in percentage of splenic CD11b+CD11c−Gr-1+ 
MDSCs compared with control mice (P = 0.029; Fig. 4B). 
Moreover, STZ-treated mice exhibited increased percentage 
of splenic CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs that produce 
TGF-β (P = 0.03; Fig. 4C). Percentage of CD4+Foxp3+ cells 
(P = 0.029) as well as percentage of IL-10-producing CD4+ 
Foxp3+ cells (P = 0.048) were significantly increased in 
spleens of diabetic tumor-bearing mice (Fig. 4D and E).
Analyses of dendritic cells (DCs) revealed that there 
were no differences in the percentage of CD11b+CD11c+ 
cells in spleen derived from STZ-treated and CB-treated 
mice prior and after tumor challenge (data not shown). 
There were no differences in expression of MHC II and 
CD86+ on CD11b+CD11c+ cells derived from spleen of 
animals from previously defined groups (data not shown).
Diabetes modulates innate lymphoid and myeloid 
cells phenotype in primary tumor
Analysis of NK cells in tumor tissue did not show 
differences in percentage of CD45+NKp46+ NK cells 
(Fig.  5A). Analyses of functional phenotype revealed 
significantly lower percentage of NKG2D+ (P = 0.008) 
and higher percentage of PD-1+NK cells (P = 0.029) in the 
tumors of STZ-treated mice compared to animals treated 
with CB only (Fig. 5B and C).
Figure 2
Diabetes diminishes NK cell cytotoxicity. The 
results obtained by xCELLigence system showed 
cytotoxic activity of splenocytes (A), CD8+T cells 
(B) and NK cells (C) isolated from mice treated 
with STZ and CB, respectively. Data are presented 
as means ± s.e.m. of two individual experiments, 
each carried out with seven mice per group. 
Statistical significance was tested by unpaired 
Student’s t-test. NK cells were depleted by 
administration of antiasialo GM1 mAb (AA). 
Representative flow cytometry plots show 
percentage of splenic NK cells after in vivo 
depletion (D). NK-depleted diabetic and control 
mice were injected with 5 × 104 4T1 tumor cells. 
Palpable tumors (E), tumor diameter (F) and 
tumor weight (G) were measured up to day 36 
from the inoculation of 4T1 tumor cells. Data are 
presented as mean ± s.e.m. of seven mice per 
group and are representative of two separate 
experiments. Statistical significance was tested by 
Student’s unpaired t-test and and log-rank test, 
where appropriate.
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We found increased percentage of CD11b+CD11c−Gr-1+ 
MDSCs (P = 0.021) as well as TGF-β+ CD11b+CD11c−Gr-1+ 
MDSCs (P = 0.039) in primary tumor of STZ-treated mice 
compared to control mice (Fig. 5D and E).
Diabetic serum altered NK cell phenotype in vitro
Further, we investigated the effects of diabetes-mediated 
soluble factors and glucose on functional phenotype of 
NK cells. Splenocytes isolated from healthy mouse were 
seeded for 24 h in medium containing serum derived from 
diabetic mice, serum derived from healthy mice with 
added glucose or serum derived from healthy mice only, 
and CD3−CD49+ NK cells were analyzed within cultivated 
population of splenocytes. Addition of glucose increased 
percentage of KLRG-1+ (P = 0.029) and PD-1+ (P = 0.016) 
CD3−CD49b+NK cells (Fig. 6A and B). Although there were 
no differences in the percentage of NKp46 and perforin, 
there was significant decrement in the level of expression 
of these molecules in NK cells treated with glucose added 
sera (P = 0.026; P = 0.017; Fig.  6C and D). Cultivation in 
diabetic sera additionally increased percentage of KLRG-1+ 
(P = 0.032; P = 0.016) and PD-1+ (P = 0.036; P = 0.016) 
CD3−CD49b+NK cells and decreased expression of NKp46 
(P = 0.038; P = 0.014) and production of perforin (P = 0.049; 
P = 0.012) per CD3−CD49b+NK cell in comparison 
to glucose added sera and control sera (Fig.  6A, B, C 
and D). Diabetic sera decreased percentage of IFN-γ-
producing CD3−CD49b+NK cells (P = 0.029; P = 0.029) 
decreased expression of CD107a (P = 0.016; P = 0.014), and 
production of granzyme (P = 0.004; P = 0.003) and IL-17 
(P = 0.048; P = 0.032) in CD3−CD49b+NK cells compared to 
glucose added sera and control sera (Fig. 6E, F, G and H).
In order to nullify enhanced oxidative stress, we 
performed additional in vitro experiments. Freshly isolated 
splenocytes derived from healthy mice were cultivated in 
medium containing serum derived from diabetic mice, 
serum derived from diabetic mice with added peg-catalase, 
and serum derived from healthy mice, respectively. 
Addition of peg-catalase significantly increased the 
percentage of NKp46+CD3−CD49b+NK cells (P = 0.05) but 
did not affect the expression of PD-1, KLRG-1 and NKG2D 
molecules in comparison to NK cells cultivated in diabetic 
sera (Table 1).
NK cell function is suppressed in  
IDO-dependent manner
Further, we analyzed the production of iNOS and IDO 
in different cell populations. Intracellular staining of 
Figure 3
Diabetes alters functional phenotype of NK cells in spleen. The graphs and representative facs plots displaying the percentage of NKG2D (A), PD-1 (B), 
perforin (C), IFN-γ+ (D), IL-17+ (E) and IL-10+ (F) NK cell derived from spleens of STZ and control, respectively. Data are shown as mean ± s.e.m. of seven 
mice per group and are representative of three separate experiments. Statistical significance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or Student’s 
unpaired t-test, where appropriate. A full color version of this figure is available at https://doi.org/10.1530/ERC-17-0529.
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splenic MDSCs and DCs revealed significantly higher 
percentages of iNOS+ (P = 0.029) and IDO+ (P = 0.031) 
CD11b+CD11c−Gr+MDSCs as well as iNOS+ (P = 0.005) and 
IDO+ (P = 0.026) CD11b+CD11c+ DCs in STZ-treated mice 
in comparison to control group (Fig. 7A, B, C and D). Next, 
in in vitro experiments, splenocytes isolated from healthy 
mouse have been cultivated in medium containing serum 
derived from diabetic mice with and without added 1-MT, 
selective blocker of IDO, and in sera isolated from healthy 
mice, respectively, for 24 h. Addition of 1-MT in diabetic 
sera abrogates suppressive effect on percentage of NKG2D+ 
(P = 0.016), NKp46+ (P = 0.038) and CD69+ (P = 0.004), 
perforin-producing (P = 0.008) and granzyme-producing 
(P = 0.032) CD3−CD49b+ cells compared to the same 
population of cells cultivated in diabetic sera without 
addition of 1-MT (Fig. 7E, F, G, H and I). Addition of 1-MT 
decreased percentage of IL-10-producing CD3−CD49+bNK 
cells (P = 0.041) and expression of PD-1 per CD3−CD49b+ 
cells (P = 0.015) in comparison to NK cells cultivated in 
diabetic serum only (Fig. 7J and K).
Discussion
Previous evidence in mice and humans clearly 
demonstrated the relationship between type 1 and 
type 2 diabetes and malignancy and some studies have 
investigated the underlying mechanisms (Ikemura et  al. 
2013, Chen et al. 2014). The study by Goto and coworkers 
demonstrated that STZ-induced diabetes accelerates 
mammary tumor genesis; however, the cellular basis of this 
effect was not explored (Goto et al. 1995). It is also obvious 
that effector cells involved in antitumor immunity may 
Figure 4
Diabetic condition favors immunosuppressive phenotypes of spleen cells. The level of IL-10 in the sera of diabetic and control group of mice (A). The 
percentage of CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs (B) and TGF-β+CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs (C), CD4+Foxp3+ cells (D), IL-10+CD4+ Foxp3+ cells (E) in the spleen of 
STZ-treated and control mice, respectively, prior and 15 days after 4T1 tumor cell application were determined by flow cytometry and displayed on 
graphs and representative facs plots. Data are mean ± s.e.m. from six mice per group and are representative of two separate experiments. Statistical 
significance was determined by Mann–Whitney rank-sum test.
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be differently affected by hyperglycemia and pathologies 
in obesity, insulin resistance and inflammation (Sell 
et al. 2012, Wrann et al. 2012, Berrou et al. 2013). In this 
paper, we have demonstrated the accelerated growth of 
mammary carcinoma in mice made hyperglycemic by a 
single ‘high’-dose injection of STZ.
We found that splenocytes derived from tumor-
bearing diabetic mice had significantly lower cytotoxic 
activity in comparison to those isolated from control 
tumor-bearing mice (Fig.  2A). Further, we tested the 
cytotoxicity of isolated CD8+ T cells and NK cells. Recently, 
using melanoma model, Chen and coworkers have shown 
that the acquisition of tumor-killing capacity of CD8+ T 
cytotoxic cells is diminished in melanoma-bearing STZ-
diabetic mice (Chen et al. 2014). However, we did not find 
any significant difference in cytotoxicity of CD8+ T cells 
to mammary tumor cells in vitro (Fig. 2B). While in these 
animal model, CD8+ T cells have been shown to play an 
important antitumor role, our previous studies revealed 
a nonessential role of CD8+ T cells-mediated cytotoxic 
antitumor activity (Jovanovic et al. 2011, 2014). The fact 
that 4T1 is weakly immunogenic mouse breast tumor 
cell line and previous findings that innate immunity is 
essential in antitumor response in this tumor model are 
in line with our results (Jovanovic et  al. 2011, 2014). 
As we and others have shown previously that NK cells 
cytotoxicity is important in immunological surveillance 
and immune response to established tumor, we found 
cytotoxic capacity and phenotypic alteration of NK cells in 
diabetic mice as shown prior to tumor induction (Smyth 
et  al. 2005, Jovanovic et  al. 2011, Marcus et  al. 2014). 
These findings demonstrated lower cytotoxicity of NK 
cells of mice treated with STZ (Fig. 2C). In vivo depletion of 
NK cells nullified the difference in tumor appearance and 
growth which is in line with in vitro experiment (Fig. 2D, 
E and F). These findings suggest on essential role of 
diminished NK cells activity in accelerated tumor growth 
phenomenon in diabetic mice.
Rodacki and coworkers reported that NK cells 
in patients with long-standing type 1 diabetes had 
markedly lower expression of p30/p46 NK receptors 
compared with those of control subjects (Rodacki et  al. 
2007). Interestingly, both NOD mice and patients 
with diabetes also have slightly decreased expression 
of NKG2D (Ogasawara et  al. 2003, Qin et  al. 2011). 
Accordingly, our findings show that diabetic condition 
attenuates expression of activating receptor such as 
NKG2D, production of cytolytic molecules such as 
perforin and proinflammatory cytokines IFN-γ and 
IL-17, while favors expression of PD-1 molecule and 
production of IL-10 in splenic NK cells (Fig.  3). These 
findings together with diminished cytotoxic activity of 
NK cells derived from STZ-treated mice, as previously 
described (Fig.  2), implicate that diabetes attenuates 
Figure 5
Diabetes affects the phenotype of NK cells and Tregs in primary tumor. The graphs and representative facs plots displaying the percentage of 
CD45+NKp46 NK cells (A) as well as NKG2D+ (B) and PD-1+ (C) NK cells, derived from primary tumor of STZ and control mice, respectively, 15 days after 
4T1 tumor cell application. The percentage of CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs (D) as well as TGF-β+ CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs (E) in the primary tumor of 
STZ-treated mice and control mice were determined by flow cytometry 15 days after 4T1 tumor cell application. Data are mean ± s.e.m. from seven mice 
per group and are representative of two separate experiments. Statistical significance was determined by Mann–Whitney rank-sum test. A full color 
version of this figure is available at https://doi.org/10.1530/ERC-17-0529.
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Diabetic serum induces alteration of NK cells phenotype,  
in vitro. Splenocytes derived from healthy mice were 
cultivated in medium containing diabetic sera, glucose 
added sera and control sera, respectively. The graphs and 
representative facs plots displaying the percentage of 
KLRG-1+ (A), PD-1+ (B), NKp46+ (C), perforin (D), IFN- γ (E), 
Cd107a+ (F), granzyme+ (G), IL-17+ (H) NK cells. Data are 
shown as mean ± s.e.m. of six mice per group and are 
representative of three separate experiments. Statistical 
significance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or 
Student’s unpaired t-test, where appropriate.
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tumoricidal phenotype of NK cells. Our results are in line 
with previously mention studies claiming alteration of 
NK cells phenotype in humans with diabetes (Rodacki 
et al. 2007, Berrou et al. 2013). Similar phenomenon was 
obtained in tumor microenvironment. Although we did 
not find difference in percentage of tumor-infiltrating 
NK cells, significantly lower percentage of NKG2D+ NK 
cells and higher percentage of PD-1+ NK cells suggest that 
diabetes favors accumulation of poorly functional NK 
cells in primary tumor (Fig. 5A, B, C and D).
As various mechanisms are proposed to be responsible 
for the immunosuppressive effects of diabetes, we tested 
several hypotheses to identify agents responsible for 
suppression of NK cells. First, we examined the possibility 
that this is mediated by hyperglycemia, which is known 
to directly disturb endoplasmatic reticulum (ER) function, 
favor accumulation of misfolded proteins in the lumen 
thus promoting ER stress, which in turn decreases the 
expression of activating receptors on NK cells (Berrou 
et  al. 2013). Diabetic sera increased percentage of 
KLRG-1+ and PD-1+ NK cells, decreased the expression of 
NKp46, CD107a and production of perforin, granzyme, 
IFN-γ and IL-17 per NK cell compared to glucose added 
sera and control sera (Fig.  6A, B, C, D, E, F, G and H). 
These results suggest that hyperglycemia is not crucial for 
altered NK cell phenotype in diabetes and left at least two 
nonexclusive possibilities. First, reactive oxidative species, 
which are abundant in the sera of diabetic mice, may 
suppress NK cell activity through diminished expression 
of activating receptors such as NKG2D, as previously 
reported (Choi et al. 2008, Peraldi et al. 2009). In our study, 
increment in catalase concentration indicates on higher 
systemic H2O2 level, one of the major ROSs, in serum of 
diabetic mice (Fig. 1c). However, addition of peg-catalase 
and subsequently blocking of enhanced oxidative stress 
revealed increment of NKp46 expression only but did not 
affect the expression or production of other markers of NK 
cell activity such as NKG2D, KLRG-1 and PD-1 (Table 1). 
Recent study has shown that in vivo treatment with peg-
catalase significantly reduced the number of tumor cells 
in the lung and liver in both untreated and STZ-treated 
mice however, our results are implicating on some other 
mediators that suppress tumoricidal phenotype of NK 
cells (Ikemura et al. 2013).
Level of IL-10 was significantly increased in 
the sera of diabetic mice (Fig.  4A). It is known that 
immunosuppressive cells such as MDSCs, Tregs and 
immature DCs are important regulators of innate 
and adaptive immunity and all may produce IL-10 
(Dilek et  al. 2012, Yang 2013). It appears that diabetic 
condition facilitated accumulation of suppressive 
CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs in spleen, prior to tumor 
injection (Fig. 4B and C). During tumor growth, recruited 
MDSCs promote generation, polarization, activation 
and migration of Tregs (Huang et al. 2006, Hoechst et al. 
2009, Vitale et  al. 2014). Indeed, diabetic condition 
led to significant increased accumulation of TGF-β 
producing MDSCs both in spleen and mammary tumor 
(Figs  4C and 5E). Moreover, increased accumulation of 
IL-10 producing CD4+Foxp3+Tregs was detected in spleen 
of tumor-bearing diabetic mice (Fig.  4E). Sitrin and 
coworkers argue that Tregs control NK cell function by 
controlling bioavailability of limited amount of IL-2 in 
the islets generated mainly by CD4+ T cells infiltrating the 
islets in BDC2.5/NOD mice (Sitrin et al. 2013). However, 
in our model, this should be of very limited effect as the 
single high dose of STZ is toxic for β cells but does not 
induce significant islet infiltration.
Few possible mechanisms of MDSC-mediated NK 
cell suppression are known. They inhibit NK cells 
through a cell-contact-dependent mechanism via 
membrane-bound TGF-β or recognition of the NK cell-
activating receptors (Ostrand-Rosenberg et al. 2012). It 
is also known that in order to make immunosuppressive 
tumor microenvironment, activated MDSCs produce 
arginase 1, inducible nitric oxide synthase (iNOS), 
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), NADPH oxidase 
and immunosuppressive cytokines (Wesolowski et  al. 
2013). iNOS is one of the products of immunosuppressive 
cells important for producing NO that further directly 
Table 1 Effect of catalase, in vitro.
Diabetic sera Diabetic sera + peg-catalase Control sera
KLRG-1 39.85 ± 0.21 36.13 ± 2.12 27.82 ± 3.24 P > 0.05
PD-1 31.95 ± 2.62 29.15 ± 2.39 13.52 ± 3.57 P > 0.05
NKG2D 8.13 ± 0.85 9.15 ± 0.96 10.44 ± 1.33 P > 0.05
NKp46 13.28 ± 0.85* 20.02 ± 1.01* 22.36 ± 1.37 P = 0.05
Splenocytes derived from healthy mice were cultivated in medium containing diabetic sera, diabetic sera with added peg-catalase and control sera, 
respectively. The table displays the percentage of KLRG-1+, NKG2D+ and NKp46+ NK cells. Data are shown as mean ± s.e.m. of seven mice per group and 
are representative of two separate experiments. Statistical significance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or Student’s unpaired t-test, where 
appropriate. *Statistical significance in NKp46 expression between diabetic sera and diabetic sera+peg-catalase is 0.05.
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Diabetic condition suppresses NK cells function in IDO-dependent manner. The graphs and facs plots display percentage of iNOS+ MDSCs (A) and IDO+ (B) 
MDSCs, respectively, as well as iNOS+ (C) and IDO+ CD11b+CD11c+ (D) DCs, respectively, in the spleens of experimental and control mice. Splenocytes 
derived from healthy mice were cultivated in medium containing diabetic sera with added 1-MT, diabetic sera and control sera. The percentage of 
NKG2D+ (E), NKp46+ (F) and CD69+ (G), perforin (H) and granzyme (I), IL-10 (J) and PD-1+ (K) CD3−CD49b+ cells were determined by flow cytometry. Data 
are mean ± s.e.m. from six mice per group and are representative of two separate experiments. Statistical significance was determined by Mann–Whitney 
rank-sum test or Student’s unpaired t-test, where appropriate.
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suppress proliferation of lymphocytes (Gabrilovich 
& Nagaraj 2009, Bogdan 2011). Recent study revealed 
higher iNOS activity in diabetic patients (Adela et  al. 
2015). Diabetic condition significantly increased 
percentage of iNOS+ MDSCs as well as iNOS+ DCs 
(Fig.  7A and C). Low-grade inflammation, one of the 
diabetes hallmarks, provoke iNOS expression and 
subsequent NO production that leads to increased 
IDO activity (Biswas 2016, Gazdic et al. 2017). IDO, an 
enzyme produced by variety of immune and stromal 
cells, has powerful immunomodulatory effects (Yu 
et  al. 2013). IDO is involved in the catabolism of the 
essential amino acid L-tryptophan to L-kynurenine, 
while further metabolites of the L-kynurenine act 
in the immunosuppressive manner (Lee et  al. 2002, 
Sucher et  al. 2010, Harden & Egilmez 2012). IDO 
inhibits proliferation and increased apoptosis of T cells, 
interferes with the IL-2-induced expression of activating 
receptors on NK cells, inhibits IFN-γ production and 
favors apoptosis of NK cells (Della Chiesa et al. 2006, Li 
et al. 2009, Cacalano 2016).
Accordingly, herewith we showed significantly 
increment in percentages of IDO producing MDSCs and 
DCs in diabetic mice (Fig. 7B and D). In order to confirm 
the possible immunosuppressive MDSCs/DCs-IDO 
pathway, we blocked effect of IDO using pharmacological 
inhibitor 1-MT in vitro. Addition of 1-MT in diabetic 
serum increased percentage of NKG2D+, NKp46+, CD69+, 
perforin and granzyme producing NK cells (Fig.  7E, 
F, G, H and I). Moreover, inhibition of IDO in diabetic 
condition has significantly decreased percentage of IL-10 
producing CD3−CD49+ NK cells as well as expression 
of PD-1 molecule on CD3−CD49+ cells (Fig.  7J and K). 
In comparison to control serum, 1-MT treatment almost 
completely restored the phenotype of NK cells indicating 
on important role of IDO signaling pathway in the 
suppression of NK cells in diabetic condition.
Collectively, diabetic condition promotes breast cancer 
growth through suppression of antitumor immunity. 
Diabetes favors accumulation of iNOS and IDO-producing 
innate immunosuppressive cells and subsequent 
attenuation of NK cells tumoricidal phenotype in at least in 
part through IDO-dependent manner. The growth of breast 
cancer in diabetic condition might thereby be controlled 
by the development of new IDO based biologics.
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ABSTRACT
Diabetes mellitus is chronic disorder characterized by 
hyperglycaemia. Hyperglycaemia induces mitochondrial 
dysfunction, enhances oxidative stress and thus promotes re-
active oxygen species (ROS) production. Earlier studies sug-
gested that reactive oxygen species (ROS) are involved in the 
pathogenesis of many diseases. Previous studies have revealed 
that hyperglycaemia changes the functional phenotype of 
monocytes, macrophages, neutrophils, NK cells and CD8+ T 
cells.  e aim of this study was to investigate whether diabetes 
aff ects the functional phenotype of NKT cells. 
Diabetes mellitus was induced in BALB/c mice by intra-
peritoneal injection of streptozotocin at a single dose of 170 
mg/kg body weight.  e number and functional phenotype 
of splenic NKT cells was assessed by fl ow cytometry, 28 days 
after diabetes induction.
 e diabetic condition facilitated the production of anti-
oxidant enzymes, including catalase (p<0.05) and superoxide 
dismutase. Hyperglycaemia enhanced oxidative stress and thus 
decreased the number of splenic NKT cells but did not change 
the percentage of splenic CD3+CD49+ NKT cells that express 
the activatory receptor NKP46 or produce IFN-γ. However, hy-
perglycaemia increased the frequency of splenic NKT cells that 
express KLRG-1 and produce TGF-β, IL-4, and IL-5, and it de-
creased the frequency of IL-17+ NKT cells.
Our study indicates that diabetes mellitus induces oxida-
tive stress and switches the functional phenotype of NKT cells 
towards type 2 (IL-4 and IL-5 producing NKTs) and regulatory 
(TGF-β producing NKTs) phenotypes.  ese fi ndings are cor-
related with the clinical observation in humans that diabetic 
patients are more prone to infections and tumours. 
Keywords: diabetes, hyperglycaemia, oxidative stress, 
NKT cells
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SAŽETAK
Dijabetes melitus je hronično oboljenje koje se karakteriše 
hiperglikemijom. Hiperglikemija utiče na funkciju mitohon-
drija, pojačava oksidativni stres i time podstiče produkciju 
kiseoničnih slobodnih radikala. Ranije studije su pokazale 
da kiseonični slobodni radikali igraju važnu ulogu u razvoju 
mnogih bolesti. Hiperglikemija utiče na funcionalni feno-
tip monocita, makrofaga, NK ćelija i CD8+T limfocita. Cilj 
istraživanja je bio ispitati da li hiperglikemija utiče na funci-
onalni fenotip NKT ćelija.
Dijabetes melitus je indukovan BALB/C miševima jed-
nom dozom streptozotocina intraperitonealno u dozi od 
170 mg/kg. Broj i funkcionalni fenotip NKT ćelija je ana-
liziran protočnom citometrijom 28. dana nakon indukcije 
dijabetesa.
Dijabetes je povećao produkciju antioksidantnih enzima, 
katalaze i superoksid dizmutaze. Dijabetes i pojačan oksi-
dativni stres su smanjili ukupan broj NKT ćelija u slezini 
hiperglikemičnih miševa, dok se procenat NKp46+NKT ćelija 
i NKT ćelija koje produkuju IFN-γ u slezini nije značajno 
razlikovao u poređenju sa normoglikemičnim miševima. 
Međutim, hiperglikemični miševi su imali veću procentu-
alnu zastupljenost NKT ćelija koje eksprimiraju KLRG-1 i 
produkuju TGF-β, IL-4, and IL-5, dok je učestalost IL-17+ 
NKT ćelija bila značajno manja u poređenju sa normoglike-
mičnim miševima.
Rezultati ukazuju da dijabetes melitus pojačava oksida-
tivni stres i usmerava polarizaciju NKT ćelija ka tipu 2 i 
regulatornom fenotipu, što je u skladu sa kliničkim studija-
ma koje potvrđuju da su osobe sa dijabetesom sklone razvoju 
infekcija i tumora.




Diabetes mellitus, one of the most common chronic dis-
eases, increases the susceptibility to obesity and many other 
diseases (1). The major characteristic of diabetes mellitus 
is hyperglycaemia (2). Hyperglycaemia is usually caused by 
low insulin levels or insulin resistance and is associated with 
the damage of many tissues and organs, especially nerves, 
blood vessels, kidneys and eyes (2). One of the major effects 
of hyperglycaemia is increased production of reactive oxida-
tive species (3, 4). Excess glucose in cells is involved in glu-
cose oxidation and the nonenzymatic glycation of proteins 
(5). The final products of these pathways are reactive oxida-
tive species (5). Increases of reactive oxidative species harm 
cellular organelles and increase lipid peroxidation (6).
Many studies have shown that immune system function 
is impaired in individuals with diabetes mellitus (7). The 
immune system can be subdivided to innate and acquired 
immunity (8). The innate immune system is characterized 
by rapid responses to pathogens and is mediated mainly by 
macrophages, dendritic cells, granulocytes, natural killer 
(NK) cells and natural killer T (NKT) cells, while the ac-
quired immune system is composed of T and B lymphocytes 
(8). Earlier studies have shown that hyperglycaemia changes 
effector functions of innate immune cells. The decreased 
expression of MHC class II on circulating monocytes, re-
duced response of macrophages to multiple TLR ligands, 
reduced neutrophil degranulation, impaired 𝛾𝛿 T cell prolif-
eration (9), significant decrease in the expression of activat-
ing receptors NKG2D, NKp30, and NKp46, and interferon-γ 
(IFNγ) and perforin production in NK cells (10, 11) are all 
described as phenomena that accompany diabetes.
Natural killer T (NKT) cells constitute a subset of T cells 
that serve as a bridge between innate and adaptive immuni-
ty (12-14). NKT cells recognize exogenous and endogenous 
lipid antigens presented in the context of the MHC class I-
like molecule CD1d (15). One of the main functions of NKT 
cells is cytokine production (13). Thus, NKT cells play an 
important modulatory role in the induction or prevention 
of many pathogenic conditions (12-14). NKT cells can be 
subdivided according to transcriptional factor expression 
and subsequent cytokine production, such as IFNγ, inter-
leukin IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, and IL-22; tumour necro-
sis factor-α (TNFα); and granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), which modulate the innate 
and adaptive immune response (13, 16).
In the available literature, there is no evidence of the 
effect of diabetes on NKT cells. The aim of our study is to 
investigate the effect of the diabetic condition on the func-
tional phenotype of NKT cells in mice.
MATERIAL AND METHODS
Animals
BALB/C mice (female, 6-8 weeks old) were used in all 
experiments. Animals were maintained under standard lab-
oratory conditions. The protocols for animal experiments 
were approved by the Animal Ethics Board of the Faculty of 
Medical Sciences, University of Kragujevac, Serbia.
Induction of diabetes
Mice were divided randomly into two groups: the 
experimental and control group. Diabetes was induced 
in the experimental group by the intraperitoneal injec-
tion of streptozotocin dissolved in a sodium citrate buf-
fer (pH=4.5) at a single dose of 170 mg/kg body weight, 
while the control group was given a sodium citrate buffer 
(pH=4.5). Blood samples were obtained from the lateral 
tail vein after four hours of starvation. Blood glucose levels 
were determined twice a week with Accu-Chek Performa, 
Roche.
Determination of antioxidant enzymes
Isolated RBCs were washed three times with 3 volumes 
of ice-cold 0.9 mmol/l NaCl and haemolysates contain-
ing approximately 50 g of Hb/l (17), which were used for 
the determination of catalase (CAT) and superoxide dis-
mutase (SOD) activity by spectrophotometry. According 
to Beutler, for the determination of CAT activity, lysates 
were diluted with distilled water (1:7 v/v) and treated with 
chloroform-ethanol (0.6:1 v/v) to remove haemoglobin. 
Then, 100 μl of a sample and 1 ml of 10 mM H2O2 were 
added to a 50 μl catalase buffer (18). Detection was per-
formed at 360 nm. According to the methods of Misra and 
Fridovich, superoxide dismutase (SOD) activity was deter-
mined using epinephrine. Approximately 100 μl of lysate 
and 1 ml of carbonate buffer were mixed, and then 100 μl 
of epinephrine was added (19). Detection was performed 
at 470 nm. The activities of SOD and CAT in red blood 
cells (RBCs) are presented in units per gram of haemoglo-
bin x 103 (U/g Hb x 103).
Cell preparation
Mice were sacrificed on day 28 after diabetes induc-
tion, and their spleens were isolated. Single-cell suspen-
sions were obtained from the spleens by mechanical dis-
persion through a cell strainer (BD Pharmingen, USA) in 
a complete growth medium (Dulbecco’s-Modified Eagles 
Medium supplemented with 10% foetal bovine serum, 2 
mmol/L L-glutamine, 1 mmol/L penicillin–streptomycin, 
1 mmol/L mixed nonessential amino acids (Sigma, USA)). 
Erythrocytes were removed from the splenocyte cell sus-
pension by a lysing solution (BD Pharmingen), and cells 
were resuspended in complete growth medium. The num-
ber of viable cells was determined by trypan blue staining, 
and only cell suspensions with > 90% viable cells were used.
Flow cytometry
Single-cell suspensions from spleens were incubat-
ed with mAbs that were specific for mouse CD3, CD49, 
NKp46, IFNγ, KLRG1, IL-4, IL-5, IL-17 and TGF-β or iso-
type-matched controls (BD Pharmingen/BioLegend); they 
were then analysed using a FACSCalibur flow cytometer 
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(BD). Dead cells were excluded from the analysis by posi-
tive propidium-iodide staining. The gate used for FACS 
analysis was the mononuclear cell region in FSC/SSC plots 
(20000 events were acquired). Data were analysed using 
CELLQUEST (BD) and FlowJo (Tristar) software.
Intracellular cytokine staining
For the analysis of IFNγ, IL-4, IL-5, IL-17 and TGF-β 
expression, splenocytes were stimulated with phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA, 50 ng/ml, Sigma), io nomy-
cin (500 ng/ml, Sigma) with GolgiStop (BD Pharmingen) 
and incubated for 4 h at 37ºC, 5% CO2. After fixation and 
permeabilisation, intracellular staining was performed us-
ing anti-IFN-γ, anti-IL-4, anti-IL-5, anti-IL-17 and anti-
TGF-β anti mAb (BD Pharmingen) and analysed by flow 
cytometry (20).
Statistical analysis
The data were analysed using the statistical package 
SPSS version 20. The normality of the distribution was 
tested by the Kolmogorov–Smirnov test. The two-tailed 
Student’s t-test or the nonparametric Mann–Whitney U 
test were used. The results were considered significantly 
different when p <0.05.
RESULTS
Diabetes increases the production of catalase and 
superoxide dismutase
Glycaemia was measured twice a week during all exper-
iments. As shown in figure 1, the blood glucose level was 
significantly increased in mice treated with streptozotocin 
compared to CB-treated mice at day 28. Twenty-eight days 
after diabetes induction, we measured antioxidant enzyme 
activity in erythrocytes. The activity of antioxidant en-
zymes did not differ among the experimental and control 
groups on day 0 (data not shown). Hyperglycaemic mice 
had significantly increased activity of catalase compared to 
normoglycaemic mice (p=0,03, Figure 1). The activity of 
superoxide dismutase was also measured; our data showed 
that hyperglycaemic mice have increased activity of super-
oxide dismutase, but the difference did not reach statistical 
significance (Figure 1).
Figure 1. STZ application increases glycaemia and oxidative stress. 
Experimental diabetes was induced in BALB/c mice by intraperitoneal 
injection of streptozotocin dissolved in sodium citrate at a single dose 
of 170 mg/kg body weight. Hyperglycaemia was measured twice a week. 
Mice were sacrifi ced on the 28th day after streptozotocin application.  e 
activity of antioxidative enzymes was measured in the isolated RBCs. 
Data are presented as the mean+SEM from two experiments. Statisti-
cal signifi cance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or Student’s 
unpaired t-test where appropriate (p<0,05).
Figure 2. Diabetes decreases the total number of splenic NKT cells 
and increases the number of KLRG1+NKT cells in the spleen. Mono-
nuclear cells were isolated from spleens of streptozotocin-injected mice, 
and non-treated mice were determined on day 28 of the experiment. 
Mononuclear cells were labelled with fl uorochrome-conjugated anti-
mouse antibodies and analysed by fl ow cytometry. Data are presented as 
the mean+SEM of two separate experiments, and each was carried out 
with seven mice per group. Statistical signifi cance was tested by the Stu-
dent’s unpaired t-test (p<0,05).
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Diabetes decreases the total number of spleen NKT 
cells and increases the number of KLRG-1+ NKT cells
We assessed the frequency and functional phenotype 
of NKT cells in the spleens of hyperglycaemic and normo-
glycaemic mice at the 28th day after streptozotocin induc-
tion. Our results showed that the frequency of CD3+CD49+ 
NKT cells was decreased in spleens of hyperglycaemic mice 
compared to normoglycaemic mice, but the difference did 
not reach statistical significance (figure 2). Further, we 
analysed the expression of activatory and inhibitory re-
ceptors on NKT cells. Diabetes increased the incidence of 
CD3+CD49+ NKT cells expressing KLRG1+ (which did not 
reach statistical significance), but it did not affect the per-
centage of NKP46+ CD3+CD49+ NKT cells (Figure 2). 
Diabetes increases IL-4+, IL-5+ and TGF- β+ NKT 
cells and decreases IL-17+NKT cells
To further determinate the functional phenotype of 
NKT cells, we analysed cytokine production. As shown in 
figure 3, hyperglycaemia increased the frequency of splen-
ic IL-4+ and IL-5+ NKT cells (which did not reach statis-
tical significance, respectively) and NKT cells producing 
TGF-β+ (p=0.004). Diabetic conditions also decreased the 
percentage of IL-17+-producing NKT cells (p=0.004), while 
it did not affect the number of IFN-γ+NKT cells (Figure 3).
DISCUSSION
The aim of this study was to investigate whether diabet-
ic conditions changed the functional phenotype of NKT 
cells. For this purpose, hyperglycaemia was induced in 
one group of mice by intraperitoneal injection of strepto-
zotocin, while the other group served as healthy controls. 
Streptozotocin-treated mice exhibited significantly higher 
levels of glycaemia in comparison to CB-treated mice on 
the 28th day of the experiment (Figure 1). We also reported 
that hyperglycaemic mice had increased systemic levels 
of catalase (p=0,03) and superoxide dismutase (level of 
superoxide dismutase was not statistically significant) in 
Figure 3. Diabetes increases IL-4+ and IL-5+ and TGF-β+NKT cells and decreases IL-17+NKT cells in the spleen. Mononuclear cells isolated from 
spleens of streptozotocin-injected mice (7 mice per group) and non-treated mice (7 mice per group) were determined on day 28 of the experiment us-
ing fl uorochrome-labelled Abs and analysed on a FACS Aria. Mononuclear cells were gated by size and granularity on FSC/SSC. Results are presented 
as the mean+SEM of two separate experiments. Statistical signifi cance was tested by the Student’s unpaired t-test (p<0,05).
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comparison to normoglycaemic mice (Figure 1). The fre-
quency of CD3+CD49+ NKT cells was decreased, while the 
incidence of NKT subpopulations that express KLRG-1 or 
produce IL-4, IL-5 and TGF-β were higher in the spleens 
of hyperglycaemic mice (Figure 2 and 3). Furthermore, the 
percentage of IL-17-producing NKT cells was lower in 
mice injected with streptozotocin (Figure 3).
Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized 
by hyperglycaemia (5). One of the major phenomena caused 
by hyperglycaemia is the production of reactive oxidative 
species (21). Excess glucose in cells activates the polyol 
pathway, the hexosamine pathway, protein kinase C (PKC) 
activation, and the formation of advanced glycation end 
products; it thus accelerates the production of reactive oxy-
gen species, hydroxyl radicals, superoxide anion, hydrogen 
peroxide and nitric oxide (21). Oxidative stress occurs when 
the production of free radicals exceeds the antioxidant de-
fence mechanism (6). If cellular antioxidants do not remove 
free radicals, abnormally high levels of ROS harm DNA, lip-
ids, and proteins, which leads to the accumulation of dam-
aged molecules (6, 22). Additionally, ROS are known as in-
ducers of cell apoptosis and regulators of gene expression 
(23). Although hyperglycaemia increases the production of 
free radicals, it also aggravates the endogenous antioxidant 
system (5). Antioxidants, such as the enzymes superoxide 
dismutase, catalase, glutathione peroxidase, and glutathione 
reductase, as well as vitamins A, C, and E, work in synergy 
against different free radicals (24). The focus of our inves-
tigation was on two important antioxidant enzymes: cata-
lase and glutathione reductase. Catalase enzyme, present in 
the peroxisome, converts hydrogen peroxide to water and 
oxygen and thus neutralises its toxic effects (25). Superoxide 
dismutase converts superoxide anion radicals to hydrogen 
peroxide, which is further detoxified to water (H2O) by cata-
lase or glutathione peroxidase (26). In this study, we report-
ed the increased activity of antioxidant enzymes, catalase 
and superoxide dismutase, which was derived from eryth-
rocytes of streptozotoin-treated mice on the 28th day of the 
experiment in comparison to CB-treated mice (Figure 1). 
Our results are in line with other studies that confirmed that 
hyperglycaemia increases the production of reactive oxida-
tive species and thus increases the production of antioxida-
tive enzymes (27).
Natural killer T (NKT) cells lie at the interface be-
tween innate and adaptive immunity and are important 
mediators of immune responses and tumour immuno-
surveillance (28). Two major subsets of NKT cells can 
be distinguished based on their TCR repertoire and lipid 
reactivity (12). Type I or invariant NKT (iNKT) cells ex-
press an invariant TCRα paired with a restricted reper-
toire of Vβ chains (12), while type II NKT cells express a 
more variable TCR repertoire (29, 30) and can modulate 
immune responses, suppress autoimmunity and inhibit 
tumour rejection (16). Additionally, functionally heteroge-
neous NKT cells (28) can be subdivided according to the 
expression of transcription factors and subsequent cyto-
kine production (31). T-bethigh NKT1 cells are capable of 
producing large amounts of IFN-γ, while alternatively po-
larized NKT2 cells express a GATA3 transcription factor 
and produce IL-4, IL-5 and IL13 (31, 32). Recent studies 
have revealed a new type NKT17 cell that, like CD4+Th17 
cells, constitutively expresses the RORγ-t transcription 
factor and IL-23R and produces high levels of IL-17 (33). 
The other studies defined Foxp3-type INKT cells that, 
similarly to Tregs, suppress the proliferation of CD4+ T 
cells (28). To evaluate the influence of diabetic conditions, 
we analysed the expression of NKp46 and KLRG-1 recep-
tors on NKT cells. NKp46, a transmembrane type I gly-
coprotein, is a major activating receptor that is important 
in the elimination of virally infected cells and tumour cells 
(34, 35). NKp46 triggers lysis by recognizing membrane li-
gands on infected and tumour cells (34, 35). KLRG1 is an 
inhibitory lectin-like receptor, predominantly expressed 
on NK cells that produce lower levels of IFN-γ (36). Our 
results show that hyperglycaemia decreased the percent-
age of total CD3+CD49+ NKT. Further, hyperglycaemia did 
not affect the percentage of splenic CD3+CD49+ NKT cells 
that express activatory receptor NKP46, while it increased 
the frequency of NKT cells that express inhibitory recep-
tor KLRG1 (Figure 2). Shimizu et al. showed that KLRG1+ 
iNKT cells coexpress CD49d and granzyme A live longer 
than conventional NKT cells and have the potential to be 
involved in a second immune response on the same anti-
gen (37). In our study, we focused on all subpopulations of 
NKT cells, not only iNKT cells. Thus, our data suggest that 
hyperglycaemic mice have a lower percentage of highly ac-
tive and functional NKT cells capable of dealing with in-
fections or tumour cells.
In further analyses of the functional phenotype of NKT 
cells, we investigated the production of cytokines IFN-γ, 
IL-4, IL-5, IL-17 and TGF-β by NKT cells. There was no 
statistically significant difference in the percentage of IFN-
γ-producing NKT cells between hyperglycaemic and nor-
moglycaemic mice on the 28th day of the experiment (Fig-
ure 3). We also measured the production of cytokines that 
are markers of type 2 immune responses. Hyperglycaemic 
mice had higher frequencies of splenic CD3+CD49+NKT 
cells that produce IL-4 and IL-5 compared to normogly-
caemic mice (Figure 3). Finally, we analysed the produc-
tion of IL-17 and TGF-β by NKT cells. Diabetic conditions 
significantly decreased the percentage of IL-17-producing 
NKT cells in the spleen, while it significantly increased the 
percentage of TGF-β-producing NKT cells in comparison 
to normoglycaemic animals. 
Earlier studies have shown that immune deviation to-
wards a type 1 response and the production of IFN-γ pro-
motes tumour rejection, while a type 2 immune response 
prevents tumour rejection (38, 39). Additionally, IFN- γ is 
an important cytokine in combating intracellular patho-
gens (8). IL-4 can be marked as the most critical cytokine 
in the induction of type 2 immune responses (38, 39). The 
development of a type 2 immune response is followed by 
GATA3 expression, and GATA3 inhibits type 1 immune 
responses by the down-regulation of the STAT 4 tran-
40
scriptional factor (40). Thus, our data suggest that diabetic 
conditions facilitate the development of type 2 NKT cells, 
which suppress the type 1 immune response and make 
these mice more prone to developing cancer and more sus-
ceptible to infections with intracellular microorganisms.
IL-17 plays a vital role in protecting the host from in-
fection, primarily extracellular bacterial infections and 
fungal infections, but it is also important for protection 
against intracellular bacteria and some viruses (41). IL-17 
has potent pro-inflammatory functions, including the in-
duction of IL-6 and TNF-a, that increase the recruitment 
of neutrophils and regulate the production of anti-micro-
bial peptides, which contribute to the host defence (28, 41, 
42). Our data indicate that hyperglycaemic mice with a sig-
nificantly lower percentage of type 17 NKT can be highly 
susceptible to infection by extracellular pathogens.
Earlier studies showed that NKT cells produce TGF-β 
and thus suppress anti-tumour immunity (43). NK1.1+ T 
cells in TIL show immunosuppressive activity in the anti-
tumour immune response through the production of TGF-
beta and the preferential cytolysis of B7-expressing cells 
(44). Earlier studies have shown that TGF-β plays an im-
portant role in tumour escape from immune surveillance 
via the down-regulation of CD8+CTL and the suppres-
sion of antitumour cell activity, which results in the un-
controlled growth of tumour cells (45). TGF-β also affects 
myeloid cells, which modulate host immune surveillance 
and the tumour microenvironment and thus facilitate tu-
mour growth and metastasis (46). TGF-β also inhibits the 
proliferation and effector functions of macrophages, neu-
trophils and T lymphocytes and thus supresses the innate 
and adaptive immune responses (8). 
In line with these studies, our results revealed that dia-
betic mice had higher percentages of TGF-β-producing 
NKT cells, which can make them more susceptible to de-
veloping cancer and infections in comparison to normo-
glycaemic mice.
Conclusion
Collectively, diabetes mellitus can modulate NKT cells’ 
functional phenotype in at least two ways: through en-
hanced expression of the inhibitory receptor KLRG1 and 
direction toward type 2 and regulatory phenotypes. These 
findings are in line with data that show that diabetic pa-
tients are more prone to infections and tumours.
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